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V okviru doktorske disertacije smo načrtovali nove sintezne poti za nadzorovano 
polimerizacijo z odpiranjem obroča (ROP) N-karboksianhidridov α-aminokislin (NCA) ob 
uporabi hidroksilnih skupin kot iniciatorjev z namenom, da bi enostavno sintetizirali dobro 
definirane polipeptide in predvsem polipeptidne hibridne blok kopolimere. V prvem delu 
doktorske disertacije smo razvili učinkovito sintezno metodo, kjer smo uspešno uporabili 
nizkomolekularne alkohole in hidroksi-terminirane polimere kot (makro)iniciatorje za ROP 
NCA. Ključna ideja pri premagovanju počasne iniciacije hidroksilne skupine je preprečiti 
propagacijo verig, dokler iniciacija ROP ni popolnoma zaključena, oziroma dokler nismo 
dosegli kvantitativne pretvorbe hidroksilnih skupin (makro)iniciatorja v primarne aminske 
skupine z reakcijo prvega NCA obroča. Pri tem je bistveno vlogo odigrala metansulfonska 
kislina (MSA) kot organokatalizator v fazi iniciacije. MSA namreč katalizira odpiranje NCA 
obroča s hidroksilno skupino in hkrati s protonacijo nastale aminske skupine preprečuje 
nadaljnjo rast polimernih verig. Propagacijo smo sprožili šele po končani iniciaciji z 
dodatkom baze, to je N-etildiizopropilamina, ki deprotonira nastale amonijeve skupine. Tako 
nastale proste primarne, aminske skupine omogočajo nadaljnjo rast verig preko običajnega 
normalnega aminskega mehanizma. Sintezni postopek je omogočil ne le pripravo dobro 
definiranih homopolipeptidov z uporabo nizkomolekularnega alkohola kot iniciatorja, ampak 
tudi polipeptidnih hibridnih blok kopolimerov z uporabo hidroksi-terminiranih 
makroiniciatorjev. 
V nadaljevanju smo razvili še zaporedni sintezni postopek, ki je združeval z MSA 
organokatalizirano ROP cikličnih estrov ali karbonatov ter v naslednji stopnji ROP NCA, 
iniciirano s hidroksilno skupino nastalega poliestra/polikarbonata za sintezo 
poliester/polikarbonat-b-polipeptid hibridnih blok kopolimerov v enem koraku. Sintezni 
pristop smo nadalje razširili še na ROP N-substituiranih NCA, predvsem na sarkozin NCA, za 
pripravo polisarkozin homopolipeptoidov. Zaradi odlične vodo-topnosti polisarkozina, smo 
sintetizirali tudi A-B-A amfifilne blok kopolimere, kjer je A blok predstavljal hidrofilni 
polisarkozin, osrednji hidrofobni B blok pa polipropilen glikol, poliester ali polikarbonat. 
Sintetizirani, dobro definirani amfifilni blok kopolimeri so primerni za pripravo polimernih 
micel ali polimersomov za potencialno uporabo v dostavnih sistemih zdravilnih učinkovin. V 
zadnjem delu smo raziskali tudi možnost uporabe tiosečnina-amin bifunkcionalnih 
organokatalizatorjev za ROP NCA z uporabo alkohola kot iniciatorja. Rezultati so pokazali, da 
je v prisotnosti tiosečnina-amin bifunkcionalnih organokatalizatorjev hitrost iniciacije NCA 
počasnejša od hitrosti propagacije verig, kar vodi do slabše definiranih polipeptidov s širšimi 
porazdelitvami molskih mas. 
 
Ključne besede: polimerizacija z odpiranjem obroča (ROP), N-karboksianhidridi α-
aminokislin (NCA), iniciacija ROP NCA s hidroksilno skupino, dobro definirani polipeptidi, 






In this dissertation, previously unreported synthetic route for controlled ring-opening 
polymerization (ROP) of α-amino acid N-carboxyanhydrides (NCA) using hydroxyl group as 
an initiatior was designed in order to simplify the synthesis of well-defined polypeptides and 
especially polypeptide-based hybrid block copolymers. In the first part of the work, we 
developed an efficient synthetic method, where we successfuly used low molecular weight 
alcohols and hydroxyl-terminated polymers as the (macro)initiators for ROP of NCA. The key 
idea in overcoming the slow initiation by the hydroxyl group is to prevent chain propagation 
until the initiation is completed, or in other words, until quantitative conversion of 
(macro)initiator hydroxyl groups into the primary amine groups is achieved. 
Methanesulfonic acid (MSA) plays an essential role as an organocatalyst during the initiation 
step. Namely, MSA efficiently catalyzes opening of the first NCA ring by a hydroxyl group, 
and at the same time, suppresses further chain propagation by protonation of the formed 
amine group. Chain propagation was started only after completion of the initiation by the 
addition of a base, that is N-ethyldiisopropylamine, which deprotonates the resulting 
ammonium groups. In this way formed free primary amino groups allow further chain 
growth through the normal amine mechanism. This method was successfully applied for the 
synthesis of not only homopolypeptides by using low molecular weight alcohol as an 
initiator, but also polypeptide-based hybrid block copolymers by using hydroxyl-terminated 
macroinitiators. 
We further developed a sequential synthesis procedure, combining the MSA-based 
organocatalyzed ROP of cyclic esters or carbonates, and in the next step, ROP of NCA 
initiated by the hydroxyl group of the resulting polyester/polycarbonate in order to 
synthesize the polyester/polycarbonate-b-polypeptide hybrid block copolymers in a one-pot 
manner. This synthetic approach was further extended to ROP of N-substituted NCA, 
especially sarcosine NCA, to prepare the polysarcosine polypeptoids. Due to excellent 
water-solubility of polysarcosine, the A-B-A amphiphilic block copolymers were synthesized, 
where A block represents hydrophilic polysarcosine and central B block hydrophobic 
polypropylene glycol, polyester or polycarbonate. Thus prepared amphiphilic block 
copolymers reveal well-defined structure and molar mass characteristics and are thus 
suitable for the preparation of polymeric micelles or polymersomes for potential application 
in drug delivery systems. In the last part, a possibility of using the thiourea-amine 
bifunctional organocatalysts for ROP of NCA in combination with alcohol as an initiator was 
investigated. The results showed that in the presence of thiourea-amine bifunctional 
organocatalysts, the initiation rate of NCA is slower than the chain propagation, leading to 
poorly defined polypeptides with broader molar mass distribution. 
 
Keywords: ring-opening polymerization (ROP), α-amino acid N-carboxyanhydride (NCA), 




SEZNAM SIMBOLOV IN KRATIC 
 
ACE   aktivni konec verige (ang. »active chain end«) 
AMM mehanizem aktiviranega monomera (ang. »activated monomer 
mechanism«) 
ATRP radikalska polimerizacija s prenosom atoma (ang. »atom transfer 
radical polymerization«) 
BLA NCA  β-benzil-L-aspartat NCA 
BLG NCA  γ-benzil-L-glutamat NCA 
BO   butilen oksid 
Boc-   terc-butiloksikarbonil zaščitna skupina 
CaH2   kalcijev hidrid 
CL   ε-kaprolakton 
COSY   korelacijska spektroskopija (ang. »correlation spectroscopy«) 
DBU   1,8-diazabiciklo[5.4.0]undec-7-en 
DCM   diklorometan 
DHB   2,5-dihidroksibenzojska kislina 
DMAc   N,N-dimetilacetamid 
DMAP   4-dimetilaminopiridin 
DMEA   N,N-dimetil etanolamin 
DMF   N,N-dimetilformamid 
DMSO   dimetil sulfoksid 
DMSO-d6  devteriran dimetil sulfoksid 
dn/dc   inkrement lomnega količnika 
DPn   stopnja polimerizacije 
DPP   difenil fosfat 
DSC   diferenčna dinamična kalorimetrija 
EDIPA   N-etildiizopropilamin 
EO   etilen oksid 
Fmoc   fluorenilmetiloksikarbonil zaščitna skupina 
HBr   bromovodikova kislina 




HFIP   heksafluoroizopropanol 
HMDS   heksametildisilazan 
HSQC heteronuklearna enojno-kvantna korelacijska spektroskopija (ang. 
heteronuclear single-quantum correlation) 
HVT   tehnika z visokim vakuumom (ang. »high vacuum technique«) 
K2CO3   kalijev karbonat 
LA   laktid 
MALDI-TOF MS masna spektrometrija z ionizacijo z lasersko desorpcijo in masnim 
analizatorjem na čas preleta ionov (ang. »matrix assisted laser 
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry«) 
MeOH   metanol 
MgSO4   magnezijev sulfat 
Mn   številčno povprečje molske mase 
Mn/Mw  porazdelitev (disperznost) molske mase 
Mp   molska masa na vrhu porazdelitve v MALDI-TOF masnem spektru 
mPEG   α-metoksi-ω-hidroksi PEG 
mPEG-NH2  α-metoksi-ω-amino-terminiran PEG 
MSA   metansulfonska kislina 
MTBD   7-metil-1,5,7-triazabiciklo-[4.4.0]dec-5-en 
Mw   utežno povprečje molske mase 
NaHCO3  natrijev hidrogenkarbonat 
NAM   normalni aminski mehanizem 
NaN(TMS)2  natrijev bis(trimetilsilil)amid 
NaOH   natrijev hidroksid 
NaTFA   natrijev trifluoroacetat 
NBG NCA/NTA N-butilglicin NCA/NTA 
NCA   N-karboksianhidrid α-aminokisline 
NHC   N-heterociklični karben 
NHO   N-heterociklični olefin 
NMR   jedrska magnetna resonanca 
N-NCA   N-substituirani NCA 
N-NTA   N-substituirani N-tiokarboksianhidrid 
IX 
 
P1-tBu   terc-butilimino-tris(dimetilamino)fosforan 





PLAA   poli(L-asparaginska kislina) 
PBLA   poli(β-benzil-L-aspartat) 
PBLG   poli(γ-benzil-L-glutamat) 
PBLL   poli(terc-butiloksikarbonil-L-lizin) 
PBLS   poli(O-benzil-L-serin) 
PBr3   fosforjev tribromid 
PCL   poli(ε-kaprolakton) 
PCl3   fosforejv triklorid 
PDMS   poli(dimetil siloksan) 
PEG   poli(etilen glikol) 
PEO   poli(etilen oksid) 
PLGA   poli(L-glutaminska kislina) 
pKa   negativni logaritem disociacijske konstante kisline 
PLLA   poli(L-laktid) 
PLL   poli(L-lizin) 
PO   propilen oksid 
PPA   3-fenilpropan-1-ol 
PPG   poli(propilen glikol) 
ppm   število delov na milijon (ang. »parts per million«) 
PS   poli(stiren) 
PSar   poli(sarkozin) 
PTMC   poli(trimetilen karbonat) 
PZLL   poli(Nε-benziloksikarbonil-L-lizin) 
RAFT polimerizacija z reverzibilnim adicijsko-fragmentacijskim prenosom 





ROP polimerizacija z odpiranjem obroča (ang. »ring-opening 
polymerization«) 
Sar NCA  sarkozin NCA 
SEC-MALS velikostna izključitvena kromatografija, sklopljena z detektorjem na 
sipanje svetlobe pri več kotih 
SOCl2   tionil klorid 
SPPS sinteza peptidov na trdnem nosilcu (ang. »solid phase peptide 
synthesis«) 
T   temperatura 
TBD   1,5,7-triazabiciklo[4.4.0]dec-5-en 
TFA   trifluoroocetna kislina 
TfOH   trifluorometansulfonska kislina 
THF   tetrahidrofuran 
Tm   temperatura tališča 
TMC   trimetilen karbonat 
TMG   1,1,3,3-tetrametilgvanidin 
TMS-skupina  trimetilsililna skupina 
TMS   tetrametilsilan 
TREN   tris-(2-aminoetil)amin 
TU-S   N,N’-bis[3,5-bis(trifluorometil)fenil] tiosečnina 
TU-S*   1-[3,5-Bis(trifluorometil)fenil]-3-[2-(dimetilamino)etil] tiosečnina 
Tv   temperatura vrelišča 
Y   izkoristek reakcije 
ZLL NCA  Nε-benziloksikarbonil-L-lizin NCA 
δ   kemijski premik 
ΔG   sprememba Gibbsove energije 
ΔH   sprememba entalpije 
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1.1. POLIMERIZACIJA Z ODPIRANJEM OBROČA (ROP) 
Polimerizacija z odpiranjem obroča (ang. »ring-opening polymerization«; ROP) zajema 
polimerizacijo cikličnih monomerov z vsaj enim heteroatomom ali dvojno vezjo v strukturi 
[1]. Tako kot pri običajnih kemijskih reakcijah, tudi polimerizacija lahko poteče, če je 
sprememba Gibbsove energije polimerizacije negativna (ΔG < 0) [2,3]. Sprememba Gibbsove 
energije (ΔG) je definirana kot 
ΔG = ΔH – T · ΔS 
pri čemer je ΔH sprememba entalpije pri polimerizaciji, T temperatura polimerizacije in ΔS 
sprememba entropije polimerizacije. S stališča termodinamike je gonilna sila za uspešno 
ROP zmanjšanje napetosti obroča heterocikličnih monomerov, ki je odvisna od kemijske 
sestave monomera, vključno z vrsto substitucije, in velikosti obroča. Mehanizem ROP je 
odvisen od vrste in reaktivnosti monomera, katalitskega/iniciacijskega sistema in narave 
nastale končne skupine, preko katere poteče rast verig (propagacija). Velika večina cikličnih 
monomerov polimerizira preko ionskega (anionska in kationska ROP) ali koordinacijskega 
mehanizma. V odvisnosti od mesta aktivne skupine, preko katere poteka rast verig, ločimo 
mehanizma rasti verig preko aktivnega konca verige (ang. »active chain end«; ACE) in preko 
aktiviranega monomera (ang. »activated monomer mechanism«; AMM) [2,3]. 
 
Kot iniciatorje za anionsko in kationsko ROP heterocikličnih monomerov uporabljamo 
različne nukleofile oziroma elektrofile. Najpogosteje uporabljeni nukleofili za iniciacijo 
anionske ROP so organokovine (alkil litij, alkil magnezijev bromid, alkil aluminij), kovinski 
amidi, alkoksidi, fosfini, amini, alkoholi in voda. V cikličnih monomerih s polarizirano 
funkcionalno skupino (X-Y) je gostota elektronov ob atomu X (običajno ogljik) manjša kot ob 
atomu Y, zaradi večje elektronegativnosti Y heteroatoma (kisik, dušik, žveplo). Odpiranje 
cikličnega monomera sprožimo z nukleofilnim napadom iniciatorja na atom X, pri čemer se 
sprosti Y. Novo nastali nukleofil napade atom X drugega monomera, kar vodi do rasti 
verige. Omenjeni ACE mehanizem temelji na nukleofilnem napadu aktivirane končne 
skupine rastoče polimerne verige na monomer (Slika 1). Nasprotno pa AMM mehanizem 





AMM je npr. dobro poznan pri ε-kaprolaktamu in NCA, ker v strukturi vsebujeta kisel N-H 
proton, ki se pod bazičnimi pogoji lahko odcepi [4]. 
 
Slika 1: Splošni mehanizem anionske ROP z uporabo nukleofilnih iniciatorjev [4]. 
 
Najpogosteje uporabljeni elektrofili kot iniciatorji za kationsko ROP so Brønstedove kisline, 
Lewisove kisline in alkilni estri močnih organskih kislin, kot so sulfonske kisline. Ciklični 
monomeri, ki polimerizirajo s kationsko ROP, imajo prav tako polarizirane Y-X vezi, kjer ima Y 
(atom ali funkcionalna skupina) en sam elektronski par, tako da lahko deluje kot Lewisova 
baza in reagira z elektrofilom. Reakcija odpiranja obroča monomera poteče z nukleofilnim 
napadom Y na elektrofilni iniciator. Nastalo kationsko ciklično strukturo napade Y drugega 
monomera, tako da poteče reakcija odpiranja obroča po SN2 mehanizmu. Lahko pa 
spontano poteče reakcija odpiranja obroča tudi tako, da nastane neciklična kationska 
struktura, ki jo napade drug monomer in odpiranje obroča poteče po SN1 mehanizmu 
(Slika 2). Mehanizem, po katerem poteče kationska ROP, je odvisen od stabilnosti X+ kationa. 
Če je X+ dovolj stabiliziran z elektron donorskimi sosednjimi atomi, bo prevladoval SN1 
mehanizem [4]. 
 
Slika 2: Kationska ROP z elektrofilnimi iniciatorji lahko poteče po SN2 ali SN1 mehanizmu [4]. 
 
Poleg klasičnih mehanizmov ROP cikličnih monomerov, ki temeljijo na uporabi kovinskih in 
organokovinskih katalizatorjev, je v zadnjem času zanimiva tudi organokatalitična ROP, ki 
temelji na uporabi organokatalizatorjev, ki v strukturi ne vsebujejo kovin. Glede na njihovo 
naravo, jih razvrščamo na kisle in bazične organokatalizatorje oziroma na donorje in 





kisline (karboksilne, fosforne in sulfonske kisline), Brønstedove/Lewisove baze (fosfazeni, 
fosfini, amini, amidini in gvanidini), N-heterociklični karbeni (NHC) in N-heterociklični olefini 
(NHO). Kombinacija dveh katalizatorjev, npr. šibke Brønstedove kisline in šibke Brønstedove 
baze, vodi do eno- oziroma dvokomponentnih bifunkcionalnih katalitskih sistemov, ki 
sočasno aktivirajo monomer in iniciator/konec verige. Takšna dvojna aktivacija temelji na 
interakcijah preko vodikovih vezi, kot npr. pri (tio)sečninah in fenolih [5,6]. 
 
ROP heterocikličnih monomerov kot so ciklični etri (epoksidi), ciklični estri (laktoni in 
laktidi), ciklični karbonati, N-karboksianhidridi α-aminokislin (NCA), laktami, oksazolini in 
siloksani omogoča pripravo dobro definiranih sintetičnih polimerov kot so polietri, poliestri, 
polikarbonati, polipeptidi, poliamidi, polioksazolini in polisiloksani (Slika 3) [3,7,8]. 
 
Slika 3: Splošni pregled najpogosteje uporabljenih cikličnih monomerov, ki polimerizirajo po 
ROP mehanizmu, in pripadajoče polimerne strukture. 
 
Epoksidi predstavljajo najbolj vsestranski razred monomerov za sintezo alifatskih polietrov. 
ROP epoksidov lahko poteka preko anionskega, kationskega ali koordinacijskega mehanizma 
[9,10]. Anionska ROP je konvencionalna in široko uporabljena polimerizacijska metoda 
priprave polietrov, ker je polimerizacija hitra in omogoča dober nadzor nad molsko maso in 
porazdelitev molske mase. Najpogosteje uporabljeni iniciatorji so alkoksidi alkalijskih kovin, 
ki nastanejo z aktivacijo/deprotonacijo alkoholov s kovinami kot so natrij, kalij in cezij. Poleg 
alkoksidov se kot iniciatorji uporabljajo tudi hidridi, alkili, arili, amidi in hidroksidi alkalijskih 
kovin. Pri iniciaciji poteče nukleofilna substitucija derivatov alkalijskih kovin z monomerom, 
pri čemer nastane nov alkoksid, ki lahko odpre obroč drugega monomera, kar vodi do 





kislim protonom, kot so npr. alkoholi ali voda z namenom, da tvorimo neaktivne hidroksilne 
končne skupine (Slika 4) [9-12]. 
 
Slika 4: Mehanizem anionske ROP epoksidov, iniciirane z alkoksidi alkalijskih kovin [11]. 
 
Polietri, ki nastanejo z anionsko ROP etilen oksida (EO), propilen oksida (PO) in butilen 
oksida (BO) se uporabljajo za različne aplikacije, med drugim tudi za biomedicinske namene 
[9,10,13-17]. Najpogosteje se v te namene uporablja poli(etilen glikol) (PEG), saj je za razliko 
od ostalih polietrov izjemno dobro topen v vodi. Za pripravo komercialnih produktov je zelo 
pomemben monomer tudi tetrahidrofuran (THF), saj je poli(tetrahidrofuran) pogosto 
uporabljena komponenta pri sintezi poliuretanov in poliestrov. Poli(tetrahidrofuran) 
sintetiziramo s kationsko ROP [9,10]. Kationsko ROP [18] v splošnem uporabljamo za 
polimerizacijo štiri- in veččlenskih cikličnih etrov, ki ne polimerizirajo po anionskem 
mehanizmu. 
 
Ker so za biomedicinske aplikacije zaželeni polietrski (ko)polimeri, ki ne vsebujejo sledov 
kovin, predstavljajo organokatalizatorji (Brønstedove/Lewisove kisline, NHC, NHO, 








Alifatski poliestri so biokompatibilni in biorazgradljivi polimeri, ki jih uporabljamo v 
najrazličnejših biomedicinskih aplikacijah [20,21]. Poliestre lahko sintetiziramo z ROP 
cikličnih estrov (laktonov) in cikličnih diestrov (laktidov), saj ROP zagotavlja dober nadzor 
nad njihovimi molskimi masami in porazdelitvijo molskih mas. Najpogosteje uporabljeni 
ciklični esterski monomeri so ɛ-kaprolakton (CL), δ-valerolakton, β-butirolakton, ter ciklična 
diestra laktid (LA) in glikolid [22,23]. Štiri- in sedemčlenski obroči imajo v primerjavi s pet- in 
šestčlenskimi obroči večjo napetost obroča in zato termodinamsko lažje polimerizirajo. Za 
substituirane ciklične monomere na splošno velja, da substituente na obroču zmanjšujejo 
napetost obroča in s tem posledično njihovo polimerizabilnost [24]. 
 
ROP cikličnih estrov poteka s katalizatorji/iniciatorji na osnovi kovin preko anionske ROP ali 
ROP s koordinacijskim vstavljanjem. Enostavni iniciatorji, kot so butil litij, litijev/kalijev terc-
butoksid in kalijev metoksid, so primerni za anionsko ROP cikličnih estrov. Polimerizacija v 
glavnem poteka preko napada iniciacijskega ali propagacijskega alkoksida na karbonilno 
skupino cikličnega estra, sledi odpiranje obroča in rast polimerne verige (Slika 5 a). Glavna 
pomanjkljivost anionske ROP cikličnih estrov je možna intermolekularna in 
intramolekularna transesterifikacija, kjer pri slednji nastanejo neaktivne ciklične strukture 
in verige z nizko molsko maso. Posledica transesterifikacije je neželena širitev porazdelitve 
molske mase poliestrov. Reakcijski parametri, ki vplivajo na obseg transesterifikacije kot 
stranske reakcije, so temperatura, reakcijski čas, vrsta in koncentracija 
katalizatorja/iniciatorja ter narava cikličnega monomera. Da bi se izognili transesterifikaciji, 
je potrebno zmanjšati reaktivnost iniciatorja, kar lahko dosežemo s steričnimi in/ali 
elektronskimi vplivi. Druga možnost, je uporaba manj elektropozitivnih kovin, ki omogočajo 
potek ROP s koordinacijskim vstavljanjem. V ta namen so zelo učinkoviti manj reaktivni in 
zato bolj selektivni organokovinski kompleksi, ki so dober nadomestek bolj reaktivnim, 
anionskim iniciatorjem. Iniciacija poteče s koordinacijo karbonilnega kisika cikličnega 
monomera na kovinski center. Sledi propagacija s kovinskim alkoksidom, bodisi izoliranim ali 
narejenim in situ z dodatkom alkoholnega iniciatorja h kovinskemu prekurzorju, pri čemer 






Slika 5: (a) Anionska ROP CL in (b) ROP CL s koordinacijskim vstavljanjem [22]. 
 
ROP cikličnih estrov v odsotnosti katalizatorjev na osnovi kovin vključuje kationsko, 
organokatalitično in encimsko polimerizacijo. Encimska ROP cikličnih estrov poteka tako, da 
lipaza najprej reagira z monomerom, pri čemer nastane z lipazo aktiviran monomerni 
kompleks, ki nato reagira z alkoholom [25]. Za kationsko ROP cikličnih estrov so uporabili 
različno močne organske in anorganske kisline. Medtem ko je porazdelitev molskih mas tako 
sintetiziranih poliestrov nekoliko širša, pa je Bourissou s sodelavci nedavno pokazal, da sta 
metansulfonska (MSA) [27-28] in trifluorometanosulfonska kislina (TfOH) [29-31] sposobni 
katalizirati ROP CL in LA nadzorovano v doglednem času pri sobni temperaturi. Tako 
sintetizirani poliestri so namreč izkazovali pričakovano molsko maso, kot tudi ozko 
porazdelitev molske mase (Mw/Mn = 1,07 za PCL in 1,13 za PLA). 
 
Organokatalitična ROP omogoča pripravo poliestrov v odsotnosti kovin, kar je pomembno 
za biomedicinske aplikacije. Razvoj katalizatorjev z visoko aktivnostjo in selektivnostjo je 
omogočil nadzor nad ROP v smislu transesterifikacije in stereonadzora pri ROP laktidov [32]. 
Organokatalizatorji lahko aktivirajo bodisi monomer ali iniciator oziroma končno skupino 
preko katere poteka rast verig, ali pa sočasno aktivirajo oboje (Slika 6). Literatura navaja 
razne vrste organokatalizatorjev, kot so N-heterociklične spojine (DMAP, DBU in TBD), bolj 






Slika 6: Organokatalitična ROP cikličnih estrov z (a) bazo (B), (b) nukleofilom (Nu) in (c) 
tiosečnina-aminskim katalizatorjem [22]. 
 
V zadnjem času so postali zanimivi tudi alifatski polikarbonati, ki so prav tako sintetizirani z 
ROP ustreznih monomerov. Razlog je v tem, da so alifatski polikarbonati biokompatibilni, 
razgradljivi in imajo dobre mehanske lastnosti. Najpogosteje uporabljeni monomeri za 
sintezo alifatskih polikarbonatov so 6-členski ciklični karbonati, npr. trimetilen karbonat 
(TMC) in njegovi substituirani analogi, ki jih pridobimo iz ustreznih 1,3-propandiolov. 
Poli(trimetilen karbonat) (PTMC) in njegove kopolimere uporabljamo v biomedicini kot 
ogrodja za regeneracijo mehkih tkiv ali kot hidrofobni del amfifilnih blok kopolimerov za 
dostavo zdravilnih učinkovin [33,34]. 
 
Polikarbonate sintetiziramo iz cikličnih karbonatov z ROP z uporabo konvencionalnih 
organokovinskih katalizatorjev ali organokatalizatorjev. Lewisove in Brönstedove kisline, 
kot so DPP, TfOH in MSA, učinkovito katalizirajo ROP cikličnih karbonatov [35-37]. Ugotovili 
so, da ROP TMC z MSA poteka po AMM mehanizmu v kombinaciji z ACE mehanizmom 
(Slika 7). Slednji sicer povzroča širitev porazdelitve molske mase produkta, vendar se mu 
lahko izognemo z vzdrževanjem nizke koncentracije monomera v reakcijski zmesi, bodisi z 






Slika 7: Predlagana mehanizma ROP TMC, katalizirane z MSA [36]. 
 
Lewisove baze (NHC) in Brönstedove baze, kot so amidini (DBU, DMAP), gvanidini (TBD ali 
MTBD) in fosfazeni (P1-tBu, P2-tBu, P4-tBu), omogočajo nukleofilno aktivacijo monomera 
in/ali bazično aktivacijo končne skupine, preko katere poteka iniciacija/propagacija. 
Bifunkcionalni katalitski sistemi, ki združujejo Lewisove baze in donorje vodikove vezi, 
omogočajo sočasno bazično aktivacijo končne skupine, preko katere poteka 
iniciacija/propagacija, in elektrofilno aktivacijo monomera. Takšni največkrat zastopani 
katalizatorji so kombinacije aminov in tiosečnin ter biciklični gvanidini (TBD), ki zagotavljajo 
dober kompromis v smislu katalitske aktivnosti, nadzora nad polimerizacijo in robustnosti 






1.2. SINTETIČNI POLIPEPTIDI 
Proteini, ki jih živi organizmi sintetizirajo iz α-aminokislin z različnimi stranskimi 
funkcionalnimi skupinami, so najbolj raznoliki biološki materiali, ki sodelujejo pri številnih 
bioloških procesih [40]. Čeprav v naravi obstaja več kot 250 α-aminokislin, je le 20 izmed njih 
beljakovinotvornih [41]. Proteini so pravzaprav polipeptidni kopolimeri z natančno 
kontroliranim zaporedjem monomernih enot (primarna struktura) in imajo sposobnost 
zvijanja v specifične sekundarne strukture ter nadalje v visoko urejene terciarne in kvartarne 
strukture. Zanimanje za razvoj sintetičnih polipeptidov je posledica dejstva, da so prav tako 
kot proteini funkcionalni, poleg tega pa jih lahko bolj enostavno sintetiziramo [40,42]. 
Sintetični polipeptidi so skupaj s polipeptidnimi hibridnimi polimeri izredno zanimivi 
biokompatibilni in biorazgradljivi materiali, primerni za najrazličnejše aplikacije, še posebej 
na biomedicinskem področju, kot je npr. dostava in nadzorovano sproščanje zdravilnih 
učinkovin, prenos genov, tkivno inženirstvo in regenerativna medicina [40,43-46]. Mnogi 
sintetični polipeptidi ali hibridni polimeri so kopolimeri amfifilne narave. Sestavljeni so iz 
hidrofilnih in hidrofobnih blokov, ki se v vodnih raztopinah spontano samourejajo v micele 
[47], vezikle [48-50], ali planarne membrane [50-51]. 
 
Za pripravo polipeptidnih materialov uporabljamo različne tehnike, kot so sinteza peptidov 
na trdnih nosilcih (ang. »solid phase peptide synthesis«; SPPS), nativna kemijska ligacija ali 
pripenjanje (ang. »native chemical ligation«), Staudingerjeva ligacija, ROP NCA in genski 
inženiring [52]. Pri tehniki SPPS je rastoči peptid na enem koncu kovalentno vezan na trdno 
polimerno smolo, ki je kemijsko zamrežen poli(stiren) (PS) ali PEG. Prvi aminokislinski 
ostanek se na polimerno smolo veže preko funkcionalne skupine na nosilcu, peptid pa se 
nato sintetizira s ponavljajočimi koraki selektivne odščite N-konca in pripajanjem naslednje 
aminokisline z vmesnimi koraki filtracije in spiranja za odstranitev vseh nezreagiranih 
reagentov. Po končani sintezi, želeni peptid odstranimo s polimerne smole. Poznamo Boc- in 
Fmoc- SPPS, kjer se ime nanaša na zaščitno skupino N-konca aminokisline. Pri Boc-SPPS 
zaščitno skupino polipeptida odstranimo s trifluorocetno kislino, medtem ko peptid s 
trdnega nosilca odstranimo s fluorovodikovo kislino. Čeprav Boc-SPPS metodo še danes 
uporabljamo, je za sintezo peptidov primernejša Fmoc-SPPS metoda, kjer zaščitno skupino 





Nativna kemijska ligacija je sintezni pristop, ki temelji na kemoselektivni reakciji med N-
koncem cisteina in α-tioestrom peptida v vodnih pogojih, kar vodi do nastanka tioestrsko 
povezanega intermediata. Nastali intermediat se nato spontano preuredi preko 
intramolekularnega S,N-acil premika, da dobimo nativno peptidno vez. Poleg nativne 
kemijske ligacije, ki omogoča sintezo peptidov z visoko molsko maso, je uveljavljena tudi 
druga ligacijska tehnika, t.i. Staudingerjeva ligacija, kjer gre za reakcijo med azidom in 
fosfinom [52]. 
 
Genski inženiring je tehnika, kjer celice sintetizirajo kompleksne polipeptide natančne 
kemijske sestave, z visokimi izkoristki. Tehnika omogoča absolutni nadzor nad 
aminokislinskim zaporedjem in s tem posledično nad sekundarno strukturo polipeptida, 
česar ne omogočajo druge tehnike. Pri SPPS je dolžina peptida omejevalni faktor, ROP NCA 
pa nima kontroliranega nadzora nad aminokislinskim zaporedjem. Slaba stran pridobivanja 
peptidnih materialov z genskim inženiringom je zahtevnost metode in posledično cena 
produktov [52]. 
 
ROP NCA je tehnika, s katero lahko sintetiziramo polipeptide visokih molskih mas iz NCA 
monomerov α-aminokislin. Ker veliko število razpoložljivih NCA omogoča pripravo številnih 
funkcionalnih polipeptidov, je ROP NCA široko uporabljena tehnika za sintezo dobro 
definiranih polipeptidnih materialov, vendar pa ne zagotavlja enake stopnje nadzora nad 
primarno strukturo polipeptida kot je to značilno za metodi SPPS in genski inženiring [52]. 
Nadzorovana ROP NCA tako omogoča hitro in učinkovito pripravo dobro definiranih 
sintetičnih polipeptidov, kakor tudi polipeptidnih hibridnih polimerov z nadzorovanimi 
molekulskimi karakteristikami. Dobro definirani polimeri izkazujejo nadzorovano molsko 
maso, ki je določena z razmerjem med monomerom in iniciatorjem, ozko porazdelitev 






1.2.1. SINTEZA N-KARBOKSIANHIDRIDOV (NCA) ZA PRIPRAVO POLIPEPTIDOV 
Za pripravo sintetičnih polipeptidov z ROP NCA je potrebno najprej sintetizirati NCA 
monomere α-aminokislin (Slika 8) [55]. 
 
Slika 8: Priprava sintetičnih polipeptidov z ROP NCA α-aminokislin [55]. 
 
V začetku 20. stoletja je Hermann Leuchs s sodelavci objavil študijo, ki opisuje sintezo in 
lastnosti NCA monomerov, ki jih imenujemo tudi Leuchsovi anhidridi [55-58]. Leuchs je NCA 
monomere odkril naključno, ko je poskušal z destilacijo očistiti N-etoksikarbonil in N-
metoksikarbonil aminokislinske kloride z namenom stopenjske sinteze peptidov. Pri 
segrevanju v vakuumu (50-70 °C) je opazil nastanek cikličnega produkta, pri čemer so poleg 
NCA aminokislin nastali tudi alkilkloridi. Leuchsova metoda tako vključuje reakcijo N-
alkiloksikarbonil ali N-benziloksikarbonil zaščitenih α-aminokislin s kislinskimi halidi (Slika 9). 
Ciklizacija vodi do nastanka ustreznega NCA in alkil ali benzil halida, odvisno od zaščitne 
skupine aminokisline. Glavna pomanjkljivost originalne Leuchsove metode je relativno 
visoka temperatura, potrebna za ciklizacijo monomerov. Večina NCA monomerov začne pri 
takšni temperaturi razpadati, zato so kasneje predlagali različne izboljšave. Leuchs je 
originalno uporabil tionilklorid kot kislinski halid za klorinacijo N-alkiloksikarbonil 
aminokislin, katerega prednost so plinasti stranski produkti. Fosforjev pentaklorid je bolj 
reaktiven, zato lahko reakcija poteče pri nižji temperaturi. Najprimernejši reagent za 
pripravo NCA po Leuchsovi metodi je fosforjev tribromid, ker N-alkiloksikarbonil 
aminoacilbromidi lažje ciklizirajo kot kislinski kloridi. Leuchsova metoda je uporabna tudi za 
sintezo N-NCA, če le N-substituenta ne preprečuje uvedbe benziloksikarbonilne ali 






Slika 9: Sinteza NCA monomerov z Leuchsovim in Fuchs-Farthingovim pristopom [44]. 
 
Friedrich Fuchs [60] je opisal pripravo N-fenilglicin NCA in p-tolilglicin NCA s fosgenacijo 
izhodne α-aminokisline v vodni raztopini. Farthingova skupina [61] je kasneje rahlo 
modificirala Fuchsovo metodo. Postopek je namreč vključeval suspendiranje praškaste α-
aminokisline v brezvodnem inertnem topilu z nizkim vreliščem kot sta na primer dioksan ali 
tetrahidrofuran (THF) pri temperaturi 30 – 40 °C in dodatek plinastega fosgena ob stalnem 
mešanju, dokler se α-aminokislina ni raztopila. Reakcijski mehanizem je vključeval nastanek 
intermediata, N-kloroformil aminokisline (Slika 9). Po odstranitvi topila in presežka fosgena s 
segrevanjem v vakuumu pri 40 °C je nastal NCA skupaj s sproščeno HCl. Na ta način so 
pripravili glicin, DL-β-fenilalanin, 2-metilalanin in L-leucin NCA monomere. Raziskave na tem 
področju so nato še razširili in podrobneje opisali tudi začetne študije priprave sintetičnih 
polipeptidov [62]. 
 
Najenostavnejša in trenutno najbolj razširjena metoda za sintezo NCA je Fuchs-Farthingova 
metoda, ki vključuje neposredno fosgenacijo α-aminokislin v brezvodnih inertnih polarnih 
topilih kot so etilacetat, dioksan, tetrahidrofuran, toluen in acetonitril, saj na ta način dokaj 
enostavno dobimo NCA monomere ustrezne čistosti in z dobrimi izkoristki (Slika 9) [41,44]. 
Uporaba fosgena za ciklizacijo α-aminokislin je sicer zelo učinkovita za sintezo NCA brez 
racemizacije, vendar je fosgen zelo toksičen plin, zato se kljub svoji učinkovitosti redko 
uporablja [41]. Difosgen je tekoč pri sobni temperaturi, zaradi česar je z njim lažje rokovati 
in je zato pogosteje uporabljen [63]. Trifosgen je trden pri sobni temperaturi, zaradi česar je 





trifosgenom nastaja majhna količina stranskih produktov, je trifosgen najpogosteje 
uporabljeno ciklizacijsko sredstvo [64]. 
Namesto fosgena so uporabili tudi lahko hlapen di-terc-butiltrikarbonat (Slika 10). Poleg 
njegove nizke reaktivnosti, pri sintezi NCA kot stranski produkt nastaja terc-butanol, ki lahko 
moti ROP NCA [65-66]. 
 
Slika 10: Sinteza NCA monomerov z di-terc-butiltrikarbonatom [65]. 
 
Sinteza NCA s trifosgenom po Fuchs-Farthingovem pristopu običajno poteka pod refluksom 
(Slika 11). Pri fosgenaciji v prvem koraku reakcije, ki vključuje izgubo prve molekule HCl, 
nastane intermediat N-kloroformil aminokislina, čemur sledi izguba druge molekule HCl in 
nastanek NCA monomera [41]. Ker so NCA monomeri občutljivi na vlago, jih je najbolje takoj 
po sintezi uporabiti za nadaljnjo ROP ali pa jih kratek čas hranimo pri temperaturi – 20 °C 
[54]. 
 
Slika 11: Sinteza NCA monomerov s trifosgenom po Fuchs-Farthingovem postopku. 
 
Od sinteze prvih Leuchsovih anhidridov pa vse do danes je bilo sintetiziranih preko 200 
različnih NCA monomerov [67]. Poleg klasičnih NCA so sintetizirali tudi nove funkcionalne 
NCA monomere iz drugih α-aminokislin ali iz osnovnih α-aminokislin z modificiranimi 
stranskimi skupinami z namenom sinteze polipeptidov z modificiranimi stranskimi verigami 





(Slika 12 a), pri čemer je potrebna zaščita funkcionalnih skupin kot so karboksilne kisline, 
amini, hidroksilne skupine, tiolne skupine, imidazoli in gvanidini, saj motijo ROP. 
Ortogonalno reaktivni NCA monomeri z različnimi stranskimi skupinami, kot so alkini, alkeni, 
azidi, kloridi in S-alkilsulfonili, ki ne motijo ROP oziroma je njihova reaktivnost združljiva z 
ROP, pa omogočajo hitre in učinkovite modifikacije po polimerizaciji (Slika 12 b) [44,68-69]. 
 
Slika 12: Sinteza polipeptidov z modificiranimi stranskimi verigami z a) neposredno ROP NCA 
ali b) z modifikacijami po polimerizaciji [68]. 
 
1.2.1.1. Čiščenje NCA monomerov 
Stranski produkti, ki nastanejo pri Fuchs-Farthingovem pristopu za sintezo NCA so HCl, HCl 
soli izhodnih α-aminokislin in 2-izocianatoacil kloridi (Slika 13 a). Koncentracija sproščene 
HCl je pomembna, saj HCl lahko odpre NCA obroč, pri čemer sprva nastanejo aminokislinski 
kloridi hidrokloridi (N-kloroformil aminokislinski kloridi). Po nadaljnji fosgenaciji le-teh pa 
nastanejo 2-izocianatoacil kloridi [59,66,70]. Da bi preprečili nastajanje stranskih produktov, 
so v reakcijsko zmes dodali HCl odstranjevalce kot sta α-pinen ali limonen. Čeprav sta oba 
pri sintezi L-leucin NCA na veliki skali učinkovita pri preprečevanju stranskih reakcij, lahko 
odstranitev nastalih alkil kloridov predstavlja problem [66,71]. NCA, pripravljeni po 
Leuchsovem pristopu pa lahko vsebujejo nečistoče kot so HCl, HBr, alkil halidi in druge nizko 






Slika 13: Nečistoče, nastale pri sintezi NCA po a) Fuchs-Farthingovem in b) Leuchsovem 
pristopu (glej tudi Sliko 9, str. 12) [66]. 
 
Ne glede na izbrano metodo sinteze, je potrebno NCA monomere očistiti, da se izognemo 
stranskim reakcijam med ROP. Med različnimi postopki čiščenja NCA, je v primeru trdnih 
NCA monomerov v večini primerov dovolj večkratna kristalizacija v brezvodnih pogojih 
[66,72]. Kristalizacijo izvedemo tako, da NCA raztopimo v majhni količini dobrega topila, 
nato pa počasi med mešanjem dodajamo slabo topilo, v katerem NCA ni topen. Kombinacija 
izbranih topil je odvisna od vrste NCA. Običajno so potrebne tri prekristalizacije, v nekaterih 
primerih, predvsem pri NCA z bolj polarno ali kompleksno funkcionalno skupino, pa tudi do 
šest ali več prekristalizacij, kar pogosto vodi do nižjih izkoristkov. V primerih, ko oljne 
nečistoče, kot so difosgen, alkil halidi in 2-izocianatoacil kloridi, ovirajo kristalizacijo NCA pa 
so razvili številne druge postopke čiščenja NCA [66]. 
 
Za čiščenje nečistoč kot so HCl in HCl soli izhodnih α-aminokislin je Pochéjeva skupina 
uporabila ekstrakcijo reakcijske mešanice NCA z vodo in vodnim natrijevim 
hidrogenkarbonatom (0,5 % m/v NaHCO3) pri 0 °C, kljub dobro znani občutljivosti NCA na 
vodo [66,73]. Z omenjeno metodo so očistili NCA monomere, pripravljene iz γ-alkil-L-
glutamatov z 2-18 C atomi v stranski verigi, in iz γ-benzil-L-glutamatov. Metoda je posebej 
učinkovita za glutamate s krajšo alkilno verigo ali za tiste NCA, ki jih izoliramo kot oljne 
produkte. Po končanem spiranju so organsko plast sušili z brezvodnim MgSO4. Netopni 
MgSO4 so centrifugirali in raztopino koncentrirali pri znižanem tlaku do približno 1/3 njenega 
začetnega volumna. NCA so nato izolirali s kristalizacijo, ki so jo sprožili z dodatkom n-
heksana ali petroletra. V primeru oljnih NCA so organsko plast popolnoma odparili in 






Za čiščenje NCA so uporabili tudi kolone z aktivnim ogljem, zeoliti ali sečnino z ali brez Ag2O 
kot HCl odstranjevalca, vendar polimerizacija NCA med samim čiščenjem omejuje ta 
postopek [66]. Po naštetih metodah je običajno potrebno nadaljnje čiščenje z večkratnimi 
kristalizacijami, da dobimo NCA primerne čistosti za nadaljnjo sintezo polipeptidov. Oljnati 
NCA (na primer γ-alkil-L-glutamat NCA z dolgimi n-alkil verigami) in NCA z nizkim tališčem 
(na primer L-metionin NCA, Met NCA) ne morejo ali pa zelo težko kristalizirajo. Zaradi vse 
več kompleksnejših NCA, ki so bili razviti za sintezo polipeptidov z novimi funkcionalnostmi 
in posledično zaradi potrebe po učinkoviti metodi čiščenja NCA, ki se ne opira na 
kristalizacijo, je Demingova skupina uporabila tudi »flash« kolonsko kromatografijo na 
silikagelu v brezvodnih pogojih [66]. Izvedemo jo tako, da se na kolono silikagela nanese 
NCA, ki ga eluiramo z mešanico topil, katerih sestavo spreminjamo glede na polarnost 
spojine. Prehod reakcijskega produkta skozi silikagel kolono loči NCA od stranskih 
produktov. Kromatografija je sicer hitra, ločevanje lahko enostavno optimiziramo, silikagel je 
razmeroma poceni ter deluje dobro za čiščenje kristaliničnih in nekristaliničnih spojin. 
Problem kolonske kromatografije za čiščenje NCA monomerov pa je, da je potrebno silikagel 
predhodno osušiti in čiščenje izvesti v brezvodnih pogojih v suhi komori, da se izognemo 
polimerizaciji NCA med čiščenjem [44,66]. 
 
NCA monomere, ki sublimirajo lahko očistimo s sublimacijo. Primeri takšnih NCA so DL-
levcin NCA, L-alanin NCA, DL-fenilalanin NCA, L-prolin NCA in sarkozin (Sar) N-substituiran 
NCA. Sublimacija običajno poteka pri visoki temperaturi, zaradi česar obstaja možnost 







1.2.2. SINTEZA N-SUBSTITUIRANIH NCA (N-NCA) ZA PRIPRAVO POLIPEPTOIDOV 
Polipeptoidi so sestavljeni iz N-substituirane poliglicinske glavne verige in so strukturno 
sorodni polipeptidom (Slika 14) [74-75]. 
 
Slika 14: Shematski prikaz polipeptoidov v primerjavi s polipeptidi [74-75]. 
 
Polipeptoidi nimajo stereogenih centrov, zaradi N-substitucije pa so odsotne tudi interakcije 
preko vodikovih vezi, kot je to značilno za polipeptide. Posledično je konformacija 
polipeptoidov odvisna predvsem od narave N-substituentov. Polipeptoidi imajo v glavni 
verigi terciarno amidno vez, ki je zelo polarna in hidrofilna. Fizikalno-kemijske lastnosti 
polipeptoidov lahko prilagajamo z izborom N-substituentov, kar omogoča nadzor nad 
hidrofilnostjo/hidrofobnostjo, nabojem, konformacijo, topnostjo, kristalizacijo in termičnimi 
lastnostmi polipeptoidov. Polipeptoide lahko termično predelujemo, podobno kot običajne 
termoplaste, medtem ko polipeptidi, zaradi obsežnih interakcij preko vodikovih vezi, 
termično razpadejo še predno se stalijo. Polipeptoidi kažejo tudi večjo proteolitsko 
stabilnost ter oksidativno razpadejo pod kislimi pogoji, ki so podobni tistim pri vnetju tkiva, 
zaradi česar imajo velik potencial za in vivo uporabo kot biorazgradljivi materiali. Nedavni 
napredek na področju metod za nadzorovano ROP N-NCA je omogočil pripravo strukturno 
dobro definiranih polipeptoidov z različnimi N-substituentami in arhitekturami [74-79]. 
 
N-NCA običajno sintetiziramo iz N-substituiranih glicinskih prekurzorjev po enem izmed 
dveh splošnih sinteznih pristopov (Slika 15). Leuchsov način sinteze N-NCA vključuje najprej 
pretvorbo N-substituiranih glicinskih prekurzorjev v ustrezne alkoksikarbonil zaščitene N-
substituirane glicine, čemur sledi ciklizacija v prisotnosti različnih reagentov, kot so PCl3, 
PBr3, SOCl2 in acetil klorid/acetanhidrid. Fuchs-Farthingova metoda pa vključuje neposredno 






Slika 15: Sinteza N-NCA in N-NTA monomerov [75]. 
 
Tioesterske analoge polipeptoidov, t.j. N-tiokarboksianhidride (N-NTA) sintetiziramo na 
podoben način kot N-NCA, to je s ciklizacijo tionoalkoksikarbonil zaščitenih N-substituiranih 
glicinskih prekurzorjev s pomočjo PCl3 ali PBr3. N-NTA so bistveno bolj stabilni od ustreznih 
N-NCA monomerov. Njihova pomanjkljivost pa je toksičnost sproščenega COS med ROP. 
Sintetizirani so bili že različni N-NCA in N-NTA monomeri z različnimi alkilnimi stranskimi 
verigami (Slika 16) [75]. 
 
Slika 16: Kemijske strukture sintetiziranih N-NCA in N-NTA [75]. 
 
Z uporabo primarnih aminskih iniciatorjev za nadzorovano ROP N-NCA lahko, preko 
normalnega aminskega mehanizma polimerizacije, sintetiziramo linearne polipeptoide z 
ustrezno amidno in sekundarno aminsko končno skupino. Sprva so bile študije večinoma 
osredotočene na ROP sarkozin NCA (Sar NCA) za pripravo vodotopnega polisarkozina (PSar). 
Kasneje so nabor N-NCA monomerov razširili in sintetizirali polipeptoide z različnimi N-
substituenti [75,80]. Poleg homopolimerov, so sintetizirali tudi celo vrsto različnih 






1.2.3. MEHANIZMI ROP NCA 
ROP NCA omogoča enostavno in nadzorovano sintezo dobro definiranih sintetičnih 
polipeptidov z dobrim nadzorom nad molskimi masami in porazdelitvijo molskih mas. 
Pripravo polipeptidov želenih molskih mas oziroma dolžine polipeptidnih verig nadziramo z 
molskim razmerjem med monomerom in iniciatorjem. NCA monomeri imajo v svoji strukturi 
več možnih reaktivnih mest, dve elektrofilni in dve nukleofilni mesti (Slika 17). Mehanizem 
iniciacije ROP NCA je povezan z nukleofilnostjo oziroma bazičnostjo iniciatorja, poteka pa 
lahko po dveh osnovnih mehanizmih, to je po normalnem aminskem mehanizmu (NAM) ali 
mehanizmu aktiviranega monomera (AMM) [72,82-83]. 
 
Slika 17: Prikaz elektrofilnih in nukleofilnih reaktivnih mest v NCA monomeru [72]. 
 
1.2.3.1. Normalni aminski mehanizem (NAM) 
Normalni aminski mehanizem (NAM) poteče z nukleofilnim napadom iniciatorja na mesto 5 
NCA monomera, ki povzroči, da se NCA obroč odpre. Po prenosu protona nastane 
intermediat  karbaminska kislina. Nastala karbaminska kislina se po dekarboksilaciji 
pretvori v prosto aminsko skupino, ki omogoča rast polipeptidne verige po reakciji z 
naslednjim NCA. Polipeptidna veriga v idealnem primeru neha rasti, ko v reakcijski zmesi 
zmanjka NCA monomerov (Slika 18). Najpogosteje uporabljeni iniciatorji za ROP NCA po 
NAM mehanizmu so primarni amini. Ker so primarne aminske skupine iniciatorja bolj 
nukleofilne od ω-primarnih aminskih skupin propagacijskih verig, je iniciacija hitrejša od 
propagacije, kar vodi do dobro definiranih sintetičnih polipeptidov z nizko disperznostjo 
molske mase. ROP NCA z drugimi iniciatorji kot so sekundarni amini, alkoholi in voda 
poteka po omenjenem NAM mehanizmu, vse dokler imajo NCA monomeri labilen proton 






Slika 18: Normalni aminski mehanizem ROP NCA [84]. 
 
Ključno vlogo pri NAM igra karbaminska kislina kot intermediat, saj je dekarboksilacija 
karbaminske kisline najpočasnejši korak, ki določa hitrost ROP. Učinkovito odstranjevanje 
CO2 iz reakcijske mešanice je zato pomembno, saj premakne ravnotežje dekarboksilacije 
karbaminske kisline v smer nastajanja aktivne aminske skupine. V nasprotnem primeru pa 
karbaminska kislina z aminsko skupino propagirajoče verige oblikuje sol, kar zmanjša 
nukleofilnost aminske skupine in posledično vodi do upočasnitve polimerizacije. Nastanek 
soli karbaminske kisline je odvisen tudi od vrste topila. Npr., večja kislost DMF v primerjavi z 
nitrobenzenom, zmanjša bazičnost aminske končne skupine, kar prepreči nastajanje soli. 
Stabilnost karbaminske kisline je odvisna tudi od elektronegativnosti substituentov na 
dušikovem atomu v primeru N-substituiranih NCA. Večja kot je elektronska gostota v okolici 
dušika, večja je stabilnost karbaminske kisline [82,85]. 
 
1.2.3.2. Mehanizem aktiviranega monomera (AMM) 
V primeru, da je iniciator bolj bazične kot nukleofilne narave, iniciator sprva deprotonira 
NCA, tako da odcepi proton z dušika na mestu 3. Nastane NCA anion, ki deluje kot iniciator, 
zato omenjeni mehanizem polimerizacije imenujemo mehanizem aktiviranega monomera 
(AMM) (Slika 19). Tipični iniciatorji, ki delujejo kot katalizatorji, so terciarni amini in kovinski 
alkoksidi. NCA anion kot nukleofil iniciira ROP z napadom na mesto 5 drugega NCA, ki 
povzroči odpiranje obroča. Karbamatni anion nato deprotonira naslednji NCA, pri čemer 
nastane nov NCA anion, medtem ko po dekarboksilaciji karbaminske kisline dobimo N-
aminoacil NCA. Propagacija z NCA anionom lahko poteče bodisi z NCA ali N-aminoacil NCA. 
Po drugi strani pa lahko aminska skupina N-aminoacil NCA reagira z drugim monomerom 





vodi do slabo definiranih produktov s široko disperznostjo molskih mas. Ker je hitrost 
iniciacije z NCA anionom počasnejša od hitrosti rasti verige, nastanejo polipeptidi višje 
povprečne molske mase od tiste, ki jo določa začetno razmerje med monomerom in 
iniciatorjem. V primeru, da nukleofil deluje tudi kot baza, lahko hkrati potekata tako NAM 
kot AMM mehanizem. To še posebej velja za sterično ovirane sekundarne amine, ki so 
močnejše baze od primarnih aminov in lahko deprotonirajo NCA, medtem ko imajo še vedno 
proton na nuklefilnem centru, tako da lahko poteče tudi NAM [72,82-83]. ROP N-
substituiranih NCA ne more poteči po AMM, kar olajša pripravo sintetičnih polipeptoidov 
[81]. 
 
Slika 19: Mehanizem aktiviranega monomera ROP NCA [84]. 
 
V začetku 20. stoletja so z ROP NCA uspeli pripraviti le homopolipeptide ter naključne in 
graftirane kopolipeptide, medtem ko je nizka stopnja nadzora nad polimerizacijo 
onemogočala pripravo blok kopolipeptidov in hibridnih polimerov. Stranske reakcije 
(terminacija in prenos polipeptidnih verig) so povzročile odstopanja in široke porazdelitve 
molskih mas sintetiziranih produktov. Glavni problem pri osnovnih dveh mehanizmih ROP 










1.2.3.3. Primarni amini in različni reakcijski pogoji 
Za dober nadzor nad polimerizacijo preko NAM mehanizma je pomembna čistost reagentov 
in laboratorijske opreme [53,86-87], kot je pokazal Hadjichristidis s skupino [88], ki je v ta 
namen uporabil sintezno tehniko z visokim vakuumom (ang. »high vacuum technique«; 
HVT) [89]. S HVT so želeli potrditi, da zmanjšanje nečistoč v reakcijski zmesi vodi do 
manjšega števila stranskih reakcij. ROP γ-benzil-L-glutamat (BLG) NCA in Nε-
benziloksikarbonil-L-lizin (ZLL) NCA v visokem vakuumu v DMF je kazala vse lastnosti živega 
polimerizacijskega sistema. HVT namreč z zagotavljanjem in vzdrževanjem čistosti reagentov 
in reakcijskega sistema tekom celotne polimerizacije ustvari in ohranja potrebne pogoje za 
živo ROP NCA. Živa narava ROP NCA je bila ocenjena po naslednjih merilih: popolna poraba 
monomera, linearnost Mn s konverzijo, stehiometrično nadzorovana molska masa, ozka 
porazdelitev molskih mas in možna sinteza blok kopolipeptidov z zaporednim dodatkom 
monomera. Pripravljeni polipeptidi in blok kopolipeptidi so imeli nadzorovano dolžino verig 
in ozko porazdelitev molskih mas [53,88]. 
 
Vpliv temperature na aminsko iniciirano ROP NCA je študiral Vayaboury s sodelavci [90]. 
Proučili so vpliv zniževanja reakcijske temperature na ROP Nɛ-trifluoroacetil-L-lizin NCA v 
DMF z uporabo n-heksilamina kot iniciatorja. Po končani ROP NCA so reakcijsko mešanico 
analizirali s SEC-MALS in nevodno kapilarno elektroforezo. S slednjo tehniko so polipeptide 
ločili glede na vrsto končnih funkcionalnih skupin; to je na polipeptide z aktivnimi aminskimi 
končnimi skupinami in na tiste z neaktivnimi verigami, bodisi s karboksilatnimi končnimi 
skupinami, ki nastanejo zaradi NCA aniona (Slika 20 a) ali formilnimi končnimi skupinami, ki 
nastanejo po reakciji z DMF (Slika 20 b) [53,90]. 
 
Slika 20: Nastanek neaktivne verige a) s karboksilatno končno skupino ali b) s formilno 





Pri temperaturi 20 °C je nastalo 78% polipeptidov z neaktivno končno skupino in le 22% 
aktivnih verig, kar nakazuje na številne stranske reakcije. Pri temperaturi polimerizacije 0 °C 
pa so ugotovili, da nastane 99% polipeptidnih verig, terminiranih z aktivno aminsko skupino, 
in le 1% verig z neaktivno končno skupino. Z zaporednim dodatkom NCA k aktivnim verigam 
pri 0 °C so skušali preveriti ali gre res za živo polimerizacijo. Ugotovili so, da se molska masa 
poveča, ne da bi se povečala količina neaktivnih verig. Tako so dokazali, da nižja 
temperatura polimerizacije znatno zmanjša obseg stranskih reakcij [53,90]. 
 
Kasneje so tudi drugi avtorji podrobneje raziskali vpliv reakcijske temperature in tlaka na 
ROP NCA [91-93]. Vayaboury [91] je z dodatkom sečnine k reakcijski mešanici pri 
atmosferskem tlaku in nizki temperaturi (0 °C) sintetiziral blok kopolipeptide z 
monomodalno porazdelitvijo molekulskih mas. Heisejeva skupina [92] je s pomočjo MALDI-
TOF MS analize PBLG, PBLA in PBLS homopolipeptidov nedvoumno potrdila vpliv reakcijske 
temperature na terminacijo končnih skupin in prisotnost stranskih reakcij, saj so pri 0 °C 
dobili dobro definirane homopolipeptide, kakor tudi blok- in graft kopolimere, z ozko 
porazdelitvijo molskih mas. Leto kasneje [93] so s kombinacijo nizke temperature in 
visokega vakuuma optimizirali ROP NCA, pri čemer so definirali najprimernejše reakcijske 
pogoje za različne NCA monomere in sintetizirali dobro definirane tetrablok kopolimere. 
Pickel s sodelavci [83] je z MALDI-TOF MS in NMR spektroskopijo raziskal funkcionalnost 
koncev verig polipeptidov pripravljenih z HVT v primerjavi s tradicionalno tehniko ROP NCA 
(v suhih komorah) v DMF/THF, saj končne skupine razkrivajo tako mehanizem polimerizacije 
povezan z iniciacijo kot tudi vrste reakcij terminacije verig. Za pripravo dobro definiranih 
polipeptidov pa je Wooleyina skupina [85] uporabila pretok N2 tekom ROP NCA, ki z 
učinkovitim odstranjevanjem CO2 iz reakcijske mešanice bistveno pospeši hitrost 












1.2.3.4. Hidrokloridi in druge soli primarnih aminov 
Schlaad s sodelavci [94] je za nadzorovano ROP NCA uporabil primarne aminske 
hidrokloridne iniciatorje (Slika 21), s katerimi se je izognil AMM mehanizmu polimerizacije. 
Dodatek protonov v sistem namreč preprečuje nastanek NCA anionov, pod pogojem, da je 
reprotonacija NCA anionov hitrejša od nukleofilnega napada na drug NCA. Knoblerjeva 
skupina [95-96] je ugotovila, da lahko s hidrokloridom primarnega amina reagira le en NCA, 
saj je novo nastala HCl sol primarnega amina manj nukleofilna od predhodne aminske soli. 
Propagacija težko poteče zaradi prevladujoče HCl soli primarnega amina v ravnotežju s 
prostim aminom, ki je reaktiven le kratek čas. Kisli pogoji pomagajo pri eliminaciji CO2 iz 
reakcijskega intermediata. Ravnotežno koncentracijo prostega amina lahko povečamo z 
večjo hitrostjo izmenjave med prostim aminom in aminskim hidrokloridom, kar dosežemo z 
višjo temperaturo [82]. 
 
Slika 21: ROP NCA iniciirana s primarnimi aminskimi hidrokloridnimi iniciatorji [53]. 
 
Schlaadova skupina [94] je uporabila polistiren s primarno aminsko hidrokloridno končno 
skupino kot makroiniciator za ROP Z-L-lizin NCA v DMF. S povečanjem reakcijske 
temperature iz 40 °C na 80 °C so sintetizirali polistiren-b-polipeptid hibridne kopolimere s 
približno 70% do 80% izkoristkom po 3 dneh. Nepopolna ROP NCA je posledica nizke 
reaktivnosti aktivnih iniciacijskih mest, ki so v ravnotežju s prevladujočim primarnim 
aminskim hidrokloridom. Dobili so dobro definirane kopolimere z ožjimi porazdelitvami 
molskih mas (Mw/Mn < 1,03) v primerjavi s tistimi, iniciiranimi s primarnimi aminskimi 
makroiniciatorji, kljub temu, da je ROP potekala bistveno počasneje. Uporaba HCl soli 
primarnih aminov za ROP NCA temelji na konceptu hitre in reverzibilne deaktivacije 
reaktivnih mest, ki je preizkušen koncept v polimerni kemiji. Za uspešnost metode je 
potrebno nadzorovati konstanto hitrosti propagacije polimerne verige, ravnotežno 





med aminom in aminsko HCl soljo. Za nadzorovano ROP je potrebno za vsak različen NCA 
optimizirati reakcijske pogoje kot so temperatura, halidni ion in vrsta topila [53,82]. 
 
Lutzova skupina [97] je enako metodologijo uporabila za ROP BLG in BLA NCA z uporabo PEO 
s primarno aminsko hidrokloridno končno skupino (PEO-NH3
+Cl-) kot makroiniciatorja. 
Čeprav so bile porazdelitve molskih mas nastalih kopolimerov ozke (Mw/Mn < 1,05), so po 
treh dneh pri temperaturi 40 °C nastali le oligopeptidi s krajšimi polipeptidnimi verigami od 
ciljanih [53]. 
 
Schlaadova skupina je nadalje ugotovila, da lahko na hitrost propagacije namesto s 
povečevanjem temperature vplivajo z dodatkom baze [98]. Primarni amonijevi kloridi so v 
kombinaciji s terciarnimi amini sprožili nadzorovano ROP NCA. Dobili so dobro definirane 
polipeptide z vnaprej določeno molsko maso, ozko porazdelitvijo molskih mas in 
definiranimi končnimi skupinami. Hitrost ROP je mogoče nadzorovati s spreminjanjem 
razmerja med primarnimi amonijevimi solmi in terciarnimi amini, ki temelji na ravnotežju 
aktivne (aminske) in neaktivne (amonijeve) skupine. Polimerizacijo se lahko celo zaustavi z 
dodatkom HCl in jo nadaljuje z dodatkom terciarnega amina. Vicentina skupina pa je kot 





1.2.3.5. Primarni amini v kombinaciji s sekundarnimi ali terciarnimi amini 
Zhao s sodelavci je uporabil iniciatorje, ki združujejo primarne amine bodisi s sekundarnimi 
[100] ali terciarnimi amini [101] znotraj iste molekule (Slika 22). Primarni amini omogočajo 
počasno, vendar kontrolirano ROP, medtem ko sekundarni ali terciarni amini omogočajo 
hitro, vendar nekontrolirano ROP. Kombinacija primarnih s sekundarnimi oziroma terciarni 
amini vodi do hitre in nadzorovane ROP NCA, ki poteka preko pospešenega aminskega 
mehanizma z aktiviranim monomerom. Z ROP BLG in ZLL NCA v DMF pri 25 °C so pripravili 






Slika 22: ROP NCA z iniciatorji, ki združujejo primarne s sekundarnimi/terciarnimi amini 
[100-101]. 
 
1.2.3.6. Iniciatorji na osnovi kompleksov prehodnih kovin 
Deming [102] je uporabil nikljeve in kobaltove komplekse prehodnih kovin bipyNi(COD) 
[103-104] in (PMe3)4Co [105] (bipy = 2,2´-bipiridil, COD = 1,5-ciklooktadien in 
PMe3 = trimetilfosfin) za katalizirano ROP NCA, s katerimi so sintetizirali homo- in ko-
polipeptide z visoko molsko maso, ozko porazdelitvijo molskih mas in definiranimi končnimi 
skupinami polipeptidnih verig. Iniciacija poteče z oksidativno adicijo kovine na anhidridno 
skupino NCA. Nastali kovinociklični kompleks reagira z naslednjim NCA, pri čemer nastane 6-
členski ciklični intermediat. Iz 6-členskega intermediata, po nadaljnji reakciji z NCA in 
kontrakciji obroča s prenosom amidnega protona na kovinsko vezan ogljik, nastane 5-členski 
amido-amidatni kovinociklični intermediat, ki predstavlja aktivni polimerizacijski 
intermediat, preko katerega poteka nadaljnja polimerizacija. Propagacija poteka z napadom 
nukleofilne amido skupine 5-členskega aktivnega intermediata na elektrofilni C5 karbonil 
NCA, ki po eliminaciji CO2 in prenosu protona iz proste amidne na vezano amidatno skupino 
ponovno ustvari aktivni polimerizacijski intermediat, medtem ko začne rasti polimerna 
veriga (Slika 23). Nastali polipeptidi so imeli ozko porazdelitev molekulskih mas 
(Mw/Mn < 1,3), dosežen pa je bil tudi dober nadzor nad molekulsko maso [53,72,106]. 
 





Pomanjkljivost uporabe kovinskih iniciatorjev je prisotnost kovin v končnih polipeptidih. 
Kovinske ione lahko iz polimerov odstranimo z obarjanjem ali dializo vzorcev. Kljub temu pa, 
zaradi prisotnih sledi uporabljenih kovin v končnih produktih, dobljene polimere ni vedno 
možno uporabiti za biomedicinske aplikacije. Ker ta metoda polimerizacije zahteva proton 
na mestu 3 NCA, ta vrsta iniciatorjev ni primerna za ROP N-substituiranih NCA [82,106]. 
Poleg kobalta in niklja so učinkoviti iniciatorji ROP NCA tudi številni drugi prehodni elementi, 
vključno platina. Pomembno vlogo pri aktivnosti kovinskega kompleksa ima tudi izbor 
kelatnih skupin kovinskega kompleksa [107]. 
 
1.2.3.7. Silazani 
Lu in Cheng [108] sta uporabila heksametildisilazan (HMDS), sekundarni amin z dvema 
trimetilsililnima (TMS) skupinama, kot iniciator za ROP NCA (Slika 24). HMDS najprej 
deprotonira dušik na mestu 3 NCA, TMS skupina iz HMDS pa se prenese na mesto 2-CO NCA. 
Sledi napad predhodno ustvarjenega TMS amina na mesto 5 nastalega intermediata, kar 
povzroči odpiranje obroča, nastane TMS karbamat. Propagacija poteka s prenosom TMS 
skupine s končnega TMS-karbamata na naslednji NCA. Z uporabo HMDS so sintetizirali PBLG 
in PZLL homo- ter blok kopolipeptide s pričakovano molsko maso z ozko porazdelitvijo. 
Mehanizem zahteva proton na mestu 3 NCA, zato se uporablja le za ROP N-NCA [72,82,108]. 
 






Lu in Cheng sta uporabila kot (makro)iniciator tudi druge N-TMS amine [109] kot so 
alilamini, benzilamini, morfolin, propargilamin, N-(aminoetilen)-5-norbornen-endo-2,3-
dikarboksimid in mPEG2000 amin (Slika 25). Cepitev Si-N vezi v N-TMS aminih povzroči 
nastanek amina in TMS skupine, ki po odprtju NCA obroča in nadaljnji propagaciji tvori 
ustrezen amid na C-koncu in TMS-karbamat na N-koncu. Različni N-TMS amini s 
funkcionalnimi skupinami omogočajo enostavno funkcionalizacijo polipeptidnih verig na C-
koncu z reakcijami na »klik« ali metatezno ROP [82,109]. Metodo so kasneje razširili še z 
uporabo fenil trimetilsilil sulfida [111] za ROP številnih NCA. 
 
Slika 25: Uporaba različnih N-TMS aminov za ROP NCA [109]. 
 
1.2.3.8. N-heterociklični karbeni (NHC) 
Guo s sodelavci je uporabil NHC [112] kot iniciatorje za ROP N-NCA za sintezo polipeptoidov. 
Mehanizem ne deluje za N-nesubstituirane NCA, saj karbeni na osnovi imidazola niso le 
dobri nukleofili, ampak tudi močne baze, ki deprotonirajo NCA. Sposobni so celo 
deprotonirati metilensko skupino monomera, kar vodi do nastanka Münchnonovega 
zwitterionskega intermediata. Propagacijo omogoča eksociklična karbamatna skupina 
intermediata (Slika 26 a). Drugi predlagan mehanizem ROP N-NCA pa poteka z napadom 
karbena na monomer. Po odprtju N-NCA obroča se nastali zwitterionski intermediat 
preuredi v spirociklični produkt. Po obdelavi z NaN(TMS)2 nastane ciklični poli(α-peptoid) 






Slika 26: Predlagana mehanizma za ROP N-NCA z NHC, ki poteka bodisi z (a) deprotonacijo 
N-NCA ali (b) nukleofilnim napadom NHC na N-NCA [72]. 
 
Nadzor nad molsko maso polimera in hitrostjo polimerizacije je močno odvisen tudi od 
izbora topila in strukture NHC. V topilih z visoko dielektrično konstanto kot so nitrobenzen 
(ε = 34,8), DMF (ε = 36,7) in DMSO (ε = 46,7) so dobili le polimere z nizko molsko maso ne 
glede na začetno razmerje monomer/iniciator. Nasprotno pa so v topilih z nizko dielektrično 
konstanto, kot sta toluen (ε = 2,4) in THF (ε = 7,5), dobili polimere z nadzorovano molsko 







1.3. POLIPEPTIDNI HIBRIDNI BLOK KOPOLIMERI 
Fizikalno-kemijske in biološke lastnosti polimerov so odvisne od njihove kemijske sestave 
oziroma strukture polimernih verig (od vrste in porazdelitve monomernih enot v polimerni 
verigi), topologije oziroma arhitekture in funkcionalnosti (od števila in porazdelitve 
funkcionalnih skupin v verigi) (Slika 27). Kompleksne strukture je mogoče sintetizirati s 
kopolimerizacijo dveh ali več monomerov, saj na ta način lahko spreminjamo kemijsko 
sestavo, porazdelitev monomerov v verigi, funkcionalnost, itd. Dve ali več različnih vrst 
monomernih enot so lahko vzdolž polimerne verige razporejene naključno, združene v 
segmente ali bloke, alternirajoče ali gradientno. Topologije polimerov vključujejo linearne, 
razvejane, zvezdaste, ciklične strukture, ščetke, itd. Različne funkcionalne skupine pa so 
lahko po polimerni verigi razporejene naključno ali pa se nahajajo na posebnem mestu, 
bodisi na koncih glavne verige ali pa na stranskih verigah [114]. 
 







Blok kopolimeri so makromolekule, sestavljene iz kovalentno povezanih homopolimernih 
verig (blokov), različne kemijske sestave [115]. Združevanje polipeptidnih blokov z drugimi 
razredi polimerov, ki vsebujejo segmente z različnimi strukturami in lastnostmi vodi do 
sinteze polipeptidnih hibridnih materialov, ki združujejo lastnosti polipeptidov s sintetičnimi 
polimeri (topnost, predelovalnost) in so uporabni za najrazličnejše aplikacije [43-44,53,116]. 
Napredek v polimerni kemiji je omogočil pripravo najrazličnejših polipeptidnih hibridnih blok 
kopolimerov različnih arhitektur s kombinacijo različnih polimerizacijskih tehnik za sintezo 
nepolipeptidnega bloka [110,115] in ROP NCA [82]; npr. nadzorovane radikalske 
polimerizacijske tehnike med katere spadajo radikalska polimerizacija s prenosom atoma 
(ATRP), polimerizacija z reverzibilnim adicijsko-fragmentnim prenosom verige (RAFT) in 
radikalska polimerizacija z nitroksidi, anionska polimerizacija, stopenjska polimerizacija z 
uporabo ”klik” kemije in ROP. 
 
Polipeptidne hibridne blok kopolimere običajno sintetiziramo v dveh stopnjah [53]. 
Dvostopenjski postopek sinteze A-B- in A-B-A-tipa blok kopolimerov, kjer A predstavlja 
polipeptidni blok in B nepolipeptidni blok vključuje sintezo makroiniciatorja z eno ali dvema 
primarnima aminskima končnima skupinama [53,117-118]. Aminsko-funkcionalizirane 
makroiniciatorje v naslednji stopnji uporabimo za sintezo drugega, polipeptidnega bloka z 
ROP NCA [82]. Posebno pozornost je potrebno nameniti preprečevanju stranskih reakcij, ki 
vodijo do visoke disperznosti polipeptidnega bloka in nastajanja homopolimerov. 
Preprečitev stranskih reakcij močno olajša pripravo hibridnih materialov in omogoči boljši 
nadzor nad dolžino posameznega bloka in sestavo kopolimera. Takšne nadzorovane 
polimerizacije vodijo do dobro definiranih hibridnih kopolimerov, ki se lahko v raztopinah ali 
trdnem stanju samourejajo v visoko organizirane strukture [53]. 
 
Najučinkovitejši postopek priprave blok kopolimerov je sintezni pristop v enem koraku 
(”one-pot”), saj se na ta način izognemo dolgotrajnim in dragim korakom izolacije, čiščenja 
in transformacije končne skupine prvega bloka. Čeprav je sinteza blok kopolimerov v enem 
koraku z zaporednim dodajanjem monomerov istega tipa dobro uveljavljena, pa predstavlja 
zaporedna polimerizacija monomerov, ki zahtevajo različne iniciacijske/katalitske sisteme, 
še vedno izziv. Če sta polimerizacijska mehanizma dveh različnih monomerov ortogonalna, 





uporabo dvofunkcionalnega iniciatorja izvedljiva tako dolgo, dokler iniciacijska in 
propagacijska skupina različnih polimerizacijskih mehanizmov ne motita druga druge. Po 
drugi strani pa tudi zaporedna polimerizacija monomerov, ki polimerizirajo po ROP 
mehanizmu v enem koraku običajno zahteva različne pristope. Izkazalo se je, da je 
zaporedna ROP EO, CL in LA v enem koraku, katalizirana z relativno blago fosfazen bazo (t-
BuP2) kot skupnim katalizatorjem, možna, pri čemer je zaporedje dodajanja monomerov, 
zaradi različne reaktivnosti tako monomerov kot polimerov, ključnega pomena za sintezo 
dobro definiranih polieter-poliester blok kopolimerov (Slika 28) [122]. 
 
Slika 28: Zaporedna ROP v enem koraku EO, CL in LA, katalizirana s fosfazen bazo (t-BuP2) 
[122]. 
 
Na žalost je uspešna sinteza obeh blokov hibridnega blok kopolimera z istim katalizatorjem 
zelo malo verjetna, saj mora biti aktivnost katalizatorja dovolj visoka za najmanj reaktivni 
monomer, vendar ne previsoka za najbolj reaktivni monomer/polimer, da preprečimo 
nekontrolirano polimerizacijo in stranske reakcije. V zadnjem času je bilo razvitih več 
strategij za sintezo blok kopolimerov z ROP v enem koraku. Strategije vključujejo bodisi 
menjavo (”switch”) katalizatorja in/ali prilagoditev eksperimentalnih pogojev, da lahko 
izvedemo polimerizacijo vsakega bloka pod optimalnimi pogoji [123]. V primeru 
organokatalizatorjev so poročali o različnih kislina-baza [35,124-125], baza-kislina [126-128] 
in baza-baza [129-130] kombinacijah, ki omogočajo pripravo dobro definiranih blok 
kopolimerov na osnovi epoksidov, laktonov in laktidov. V vseh teh primerih se monomeri 








Nasprotno pa pri pripravi sintetičnih polipeptidov, propagacija ROP NCA preko NAM poteka 
preko primarne aminske skupine [82]. Čeprav je znano, da NCA monomeri reagirajo s 
hidroksilno skupino je hitrost propagacije tako nastale aminske skupine bistveno hitrejša v 
primerjavi s hitrostjo iniciacije hidroksilne skupine, kar vodi do nenadzorovane ROP NCA 
[131]. Po drugi strani pa je iniciacija cikličnih estrov z aminsko skupino enako učinkovita kot 
iniciacija s hidroksilno skupino [132], tako da lahko polipeptidi delujejo kot makroiniciatorji 
za ROP cikličnih estrov [133-134]. Vendar takšen pristop ni primeren za pripravo 
polipeptidnih hibridnih blok kopolimerov na osnovi najpogosteje uporabljenih poliglutamat 
in poliaspartat polipeptidov, ker imajo v strukturi estersko stransko skupino, ki lahko 
sodeluje v stranskih reakcijah kot je transesterifikacija, kar vodi do izgube nadzora nad ROP 
drugega bloka. 
 
Zato priprava polipeptidnih hibridnih blok kopolimerov še vedno najpogosteje poteka z 
uporabo makroiniciatorjev s primarnimi aminskimi končnimi skupinami kot prvim blokom 
kopolimera [54,82]. Transformacija hidroksilne skupine makroiniciatorja v aminsko končno 
skupino običajno poteka z večstopenjskimi reakcijami [135-137], ki jih spremlja dolgotrajna 
izolacija in čiščenje produkta. Blok kopolimere, sestavljene iz polipeptidnega in 
poliesterskega oziroma polikarbonatnega bloka običajno pripravimo z uporabo 







1.3.1. POLIPEPTID-b-POLIPEPTID BLOK KOPOLIMERI 
Polipeptid-b-polipeptid blok kopolimeri so običajno pripravljeni z zaporednim dodatkom 
različnih NCA monomerov k aminskemu iniciatorju, ob predpostavki popolne konverzije 
predhodnega monomera. Na ta način so pripravili različne diblok kopolipeptide [88,144-
146], med njimi tudi amfifilne [147-149]. Manj pogosto so uporabili dvofunkcionalni aminski 
iniciator, ki z zaporednim dodatkom različnih NCA vodi do nastanka triblok kopolipeptidov 
vrste A-B-A [150-152]. 
 
Zvezdasti polimeri povezujejo več linearnih verig v osrednje jedro. Zvezdasti polipeptidi so 
običajno pripravljeni z uporabo večfunkcionalnih aminskih iniciatorjev (Slika 29) [153-154]. 
 
Slika 29: Sinteza zvezdastih kopolipeptidov z uporabo večfunkcionalnih aminskih iniciatorjev 
[154]. 
 
Drug način priprave zvezdastih polimerov je s sklapljanjem linearnih polipeptidnih verig na 
osrednje jedro [155]. S slednjo strategijo, ki vključuje reakcijo homo- ali blok kopolipeptidne 
verige z aminsko končno skupino in izocianatne skupine trifunkcionalnega jedra so bili 
sintetizirani 3-kraki zvezdasti homo- in blok kopolipeptidi na osnovi PBLG in PZLL (Slika 30). 
 






Blok kopolipeptidi so bili pripravljeni tudi z uporabo kompleksov prehodnih kovin kot 
katalizatorjev, predvsem z bpyNi(COD) in Co(PMe3)4 [103,105,156-164] in z aluminijevimi 
alkoksidnimi kompleksi na osnovi Schiffovih baz [165]. Slabost metode z uporabo 
kompleksov prehodnih kovin je, da aktivna propagacijska skupina nastaja tekom 
polimerizacije, zato ne moremo nadzorovano funkcionalizirati koncev polipeptidnih verig. 
Problem so rešili z uporabo Nα-aliloksikarbonil aminokislinskih alil amidov in nič-valentnih 
kovinskih kompleksov za sintezo želenih amido amidatnih kovinocikličnih spojin, preko 
katerih poteka propagacija (Slika 31). ROP N-NCA na ta način zaradi narave mehanizma ni 
mogoča [82]. 
 
Slika 31: Sinteza amido amidatnih kovinocikličnih spojin, preko katerih poteka ROP NCA 
[82]. 
 
Guo in Zhang [112] sta prva poročala o sintezi blok kopolipeptoidov z uporabo NHC za ROP 
N-NCA. Nastali ciklični polipeptoid-b-polipeptoid blok kopolimeri so imeli nadzorovano 
molekulsko maso z ozko porazdelitvijo, za karakterizacijo in primerjavo pa so sintetizirali 
tudi linearne blok kopolipeptoide iz N-metilglicin (Sar) in N-butilglicin (NBG) NCA. Od takrat 
so bili pripravljeni tudi drugi multiblok kopolipeptoidi, bodisi z zaporedno ROP različnih N-
NCA in N-NTA ali z uporabo makroiniciatorjev, pri čemer je bil običajno kot prvi blok 
sintetiziran PSar v kombinaciji z ostalimi bolj kompleksnimi polipeptoidi [74,76-77,80-81]. Z 
zaporedno ROP NCA in N-NCA z uporabo primarnih aminov so bili pripravljeni tudi tako 








1.3.2. POLIETER-b-POLIPEPTID BLOK KOPOLIMERI 
Komercialno dostopni PEO z eno ali dvema aminskima končnima skupinama je bil pogosto 
uporabljen kot makroiniciator za ROP NCA za pripravo diblok oziroma triblok kopolimerov, 
kakor tudi zvezdastih kopolimerov [167-175]. Lutzova skupina [97] je najprej pripravila 
hidroklorid aminsko-funkcionaliziranega PEO in ga nato uporabila kot makroiniciator za ROP 
BLA in BLG NCA. Transformacija polietrov iz hidroksilne v aminsko končno skupino, ki je 
potrebna za sintezo drugega, polipeptidnega bloka je običajno potekala v več stopnjah. 
 
Luo s sodelavci [135] je sintetiziral PEG-b-PLGA diblok kopolimer z uporabo α-metoksi-ω-
amino-terminiranega PEG (mPEG-NH2) kot makroiniciatorja za ROP BLG NCA (Slika 32). 
Transformacijo mPEG iz hidroksilne v aminsko končno skupino so dosegli z esterifikacijo s p-
toluen sulfonilkloridom v prisotnosti piridina, sledila je pretvorba v mPEG-ftalimid in na 
koncu še odščita aminske skupine s hidrazin hidratom. 
 










Deng s sodelavci [136] je sintetiziral mPEG-b-PLLA-b-PBLG z uporabo amino-terminiranega 
mPEG-PLLA kot makroiniciatorja za ROP BLG NCA (Slika 33). mPEG-PLLA-OH je bil pripravljen 
z ROP LA z mPEG v prisotnosti kositrovega oktoata. Pretvorba iz hidroksilne v aminsko 
končno skupino makroiniciatorja je potekala s pripenjanjem terc-butoksikarbonil-L-
fenilalanina z dicikloheksilkarbodiimidom na končno hidroksilno skupino in nadalje z odščito 
Boc skupine. 
 
Slika 33: Sinteza triblok kopolimera mPEG-b-PLLA-b-PBLG [136]. 
 
Deng s sodelavci [138] je sintetiziral PBLG-b-PEO-b-PCL triblok kopolimer z uporabo amino-
terminiranega NH2-PEO-PCL kot makroiniciatorja za ROP BLG NCA (Slika 34). Z zaporedno 
anionsko ROP EO in CL z iniciacijskim sistemom acetonitril/kalijev naftalen je bil najprej 
sintetiziran CN-PEO-PCL diblok kopolimer. Hidroksilno končno skupino CN-PEO-PCL-OH so 
kvantitativno zaščitili z reakcijo z acetanhidridom v bazičnih pogojih, da ne bi prišlo do 
neželenega nukleofilnega napada na BLG NCA. Ciano končno skupino pa so nato s 
hidrogenacijo transformirali v primarno aminsko končno skupino (NH2-PEO-PCL). 
 





Floudas s sodelavci [137] je sintetiziral PBLG-b-PEG-b-PBLG triblok kopolimer z uporabo 
dvofunkcionalnega PEG z aminskima končnima skupinama kot makroiniciatorja za ROP BLG 
NCA (Slika 35). α,ω-Diamino-PEG je bil pripravljen s transformacijo hidroksilnih končnih 
skupin PEG-a najprej s tionil kloridom v halogenidni skupini, ki ju je nato z nukleofilno 
substitucijo z NaN3 pretvoril v ustrezni azido skupini. Nastali PEG diazid je s katalitsko 
hidrogenacijo reduciral do α,ω-diamino-PEG. 
 
Slika 35: Sinteza PBLG-b-PEG-b-PBLG triblok kopolimera [137]. 
 
Wang s sodelavci [176] je iz amfifilnega zvezdastega PZLL2-PEG-PZLL2 hibridnega kopolimera 
v vodni raztopini pripravil vezikle za uporabo kot nosilcev hidrofilne učinkovine in njenega 
nadzorovanega sproščanja. Zvezdasti PZLL2-PEG-PZLL2 blok kopolimer so sintetizirali z 
uporabo tetraamin-funkcionaliziranega PEG-a kot makroiniciatorja za ROP ZLL-NCA. 
Modifikacija dihidroksi-terminiranega PEG-a je potekala na podoben način kot v zgornjem 
primeru in sicer tako, da so najprej z 2,2-bis(klorometil)propionil kloridom pripravili 
tetraklorometil-modificiran PEG, pri čemer so redukcijo azidnih skupin izvedli s 
trifenilfosfinom (Slika 36). 
 






Nič-valentnih kompleksov prehodnih kovin ni mogoče uporabiti neposredno za sintezo 
polipeptidnih hibridnih blok kopolimerov. Znano je namreč, da amido-amidatne 
kovinociklične končne skupine predstavljajo aktivne skupine za sintezo polipeptidov s 
kompleksi prohodnih kovin. Zato je potrebno najprej iz Nα-aliloksikarbonil-aminokislinskih 
alil amidov s tandemsko oksidativno adicijo z nič-valentnim kompleksom prehodnih kovin 
sintetizirati amido-amidatne kovinociklične makroiniciatorje, preko katerih poteka 
propagacija ROP NCA. Omenjena metoda je bila prvotno uporabljena za sintezo blok 
kopolipeptidov, nato pa je Demingova skupina razširila njeno uporabo tudi na sintezo 
različnih hibridnih polimerov. Najprej so to metodologijo uporabili za sintezo PBLG-b-
polioktenamer-b-PBLG in PBLG-b-polietilen-b-PBLG triblok kopolimerov [177], nato pa tudi 
za sintezo triblok kopolimerov, pri čemer je bil sredinski blok bodisi polioktenamer, PEG ali 
PDMS [178]. Sredinski α,ω-diamino-terminiran polimerni blok so uporabili za pripravo 
dvofunkcionalnega makroiniciatorja z amido-amidatnima nikljevima cikličnima končnima 
skupinama za ROP BLG NCA. Elektrofili, kot so na primer izocianati, lahko reagirajo z amido-
kovinocikličnimi končnimi skupinami, pri čemer nastanejo stabilne sečninske vezi. To idejo je 
Deming uporabil za sintezo PEG-b-PBLG-b-polimer-b-PBLG-b-PEG pentablok kopolimerov, in 
sicer z nadaljnjo reakcijo triblok kopolimerov z izocianat-terminiranim PEG-om (Slika 37) 
[82]. 
 







PEG z aminsko končno skupino je bil uporabljen tudi za ROP Sar NCA ali NTA. Tao s sodelavci 
[179] je sintetiziral dvojno hidrofilne di- in triblok kopolimere PEG-b-PSar in PSar-b-PEG-b-
PSar iz amino-funkcionaliziranega PEG-a z ROP Sar NTA v THF pri temperaturi 60 °C 
(Slika 38). Nad stopnjo polimerizacije (DPn) okoli 100 so opazili fizikalno terminacijo, ki je bila 
posledica slabe topnosti in obarjanja PSar v THF. Medtem ko PSar izkazuje boljšo topnost v 
vodi, pa ima PEG boljšo topnost v običajnih nepolarnih organskih topilih kot so THF, dioksan, 
diklorometan (DCM), kloroform in etil acetat. PSar je topen v kloroformu in DCM, medtem 
ko je v ostalih naštetih topilih netopen [80]. Literatura navaja tudi (ko)polimerizacijo Sar NTA 
in NBG NTA z borohidridi redkih zemelj za pripravo hidrofilnih in hidrofobnih polipeptoidov, 
kjer so z menjavo topila (acetonitril) premagali problem topnosti PSar [180]. 
 
Slika 38: Sinteza diblok in triblok kopolimerov PEG-b-PSar in PSar-b-PEG-b-PSar s 







1.3.3. POLIESTER-b-POLIPEPTID BLOK KOPOLIMERI 
Dobre lastnosti polipeptidnih hibridnih blok kopolimerov z alifatskimi poliestri so 
biokompatibilnost, nizka imunogenost, biorazgradljivost in mehanska trdnost. Najpogosteje 
uporabljena alifatska poliestra sta PCL in PLLA [82,110]. Sinteza običajno vključuje pripravo 
amino-terminiranega poliestra kot makroiniciatorja za ROP NCA za pripravo diblok in triblok 
hibridnih kopolimerov [181-183]. Amino-terminiran PCL je bil pripravljen tudi z redukcijo 
nitro skupine predhodno sintetiziranega PCL z uporabo multifunkcionalnega iniciatorja 
(Slika 39) [139]. Po katalitski hidrogenaciji so nastali aminofenil-terminiran PCL uporabili kot 
makroiniciator za ROP BLG NCA za sintezo PCL-b-PBLG diblok kopolimera. 
 
Slika 39: Sinteza PCL-b-PBLG blok kopolimera [139]. 
 
Z reakcijami zaščite in odščite aminske skupine dvofunkcionalnega iniciatorja z Boc zaščitno 
skupino, ki je stabilna med ROP CL, so sintetizirali PCL-b-PBLG diblok kopolimer (Slika 40). 
Hidroksilno skupino dvofunkcionalnega iniciatorja so uporabili za ROP CL. Po odstranitvi Boc 
skupine so nastali amino-funkcionaliziran PCL uporabili kot makroiniciator za ROP BLG NCA 
[140]. 
 





Z uporabo dvofunkcionalnih iniciatorjev z zaščiteno aminsko skupino so pripravili tudi 
polipeptidne hibridne blok kopolimere s PLLA [141-142,184-185]. Arimura s sodelavci [141] 
je najprej z ROP LA in odščito Boc zaščitne skupine pripravil amino-terminiran PLLA, ki je bil 
nato uporabljen kot makroiniciator za ROP NCA (Slika 41). 
 
Slika 41: Sinteza PBLA-b-PLLA blok kopolimera z uporabo dvofunkcionalnega iniciatorja 
[141]. 
 
Blok kopolimeri, sestavljeni iz poliesterskega (PCL in PLLA) in polipeptoidnega (PSar) bloka 
[81] so bili sintetizirani bodisi z uporabo poliestra ali PSar kot makroiniciatorja. PLLA-b-PSar 
blok kopolimer [186] je bil pripravljen z ROP LA z uporabo dvofunkcionalnega iniciatorja z 
zaščiteno aminsko skupino v prisotnosti kositrovega oktoata (Sn(Oct)2). Sledila je odščita 
zaščitene aminske skupine, nastali amino-terminiran PLLA makroiniciator pa je bil 
uporabljen za nadaljnjo ROP Sar NCA. Sledila je še reakcija končne skupine z glikolno kislino 
ali drugimi karboksilnimi kislinami (Slika 42) [187-188]. Poleg sinteze PLLA-b-PSar 
kopolimerov, ki vsebujejo PLLA blok v D- ali L-konfiguraciji [188-189], so pripravili tudi 
zvezdaste polimere tipa A2B in A3B z uporabo PLLA z dvema ali trema aminskima 
funkcionalnima skupinama na enem koncu kot makroiniciatorja [190-191]. 
 





Blok kopolimeri, sestavljeni iz PCL in PSar [81] so bili pripravljeni bodisi z uporabo PCL ali 
PSar kot makroiniciatorja. Oba načina vodita do sinteze podobnih diblok kopolimerov, 
medtem ko so bili triblok kopolimeri, pripravljeni iz dvofunkcionalnega makroiniciatorja. 
Amfifilni di- in triblok kopolimeri [192-193] z uporabo PCL kot makroiniciatorja so bili 
pripravljeni tako, da je najprej v prisotnosti DPP potekla sinteza PCL-OH oziroma HO-PCL-
OH. Sledila je transformacija hidroksilnih skupin v oksiamino končne skupine (PCL-ONH2 in 
H2NO-PCL-ONH2), ki so nadalje služile za ROP Sar NTA (Slika 43). 
 
Slika 43: Sinteza a) PCL-b-PSar diblok in b) PSar-b-PCL-b-PSar triblok kopolimerov [192]. 
 
Drugi način sinteze PSar-b-PCL diblok kopolimerov je z uporabo PSar s sekundarno aminsko 
končno skupino kot makroiniciatorja za iniciacijo ROP CL [133]. Amfifilni PSar-b-PCL diblok 
kopolimer je bil pripravljen z zaporedno ROP Sar NCA z benzilaminom pri sobni temperaturi 
v acetonitrilu, ki je bil nato odstranjen z evaporacijo. Nastali PSar je bil kot makroiniciator 
uporabljen za ROP CL v prisotnosti Sn(Oct)2 (Slika 44). 
 
Slika 44: Sinteza amfifilnega PSar-b-PCL diblok kopolimera [133]. 
 
Cui s sodelavci [134] je pripravil amfifilni zvezdasti PSar-b-PCL diblok kopolimer (Slika 45). Pri 
tem so uporabili tris-(2-aminoetil)amin iniciator za ROP Sar NCA. Zvezdasti PSar je služil kot 
makroiniciator za zaporedno ROP CL v enem koraku. 
 





1.3.4. POLIKARBONAT-b-POLIPEPTID BLOK KOPOLIMERI 
Le Hellaye s sodelavci [140] je sintetiziral PTMC-b-PBLG diblok kopolimer z uporabo 
multifunkcionalnega iniciatorja z Boc zaščiteno aminsko skupino. Najprej je potekla ROP 
TMC iniciirana s cink alkoksidnim iniciatorjem, ki je bil pripravljen in situ z reakcijo med dietil 
cinkom in Boc-aminopropanolom. Sledila je odstranitev Boc zaščitne skupine s TFA. 
Sintetiziran amino-funkcionaliziran PTMC je bil nato uporabljen kot makroiniciator za ROP 
BLG NCA (Slika 46). 
 
Slika 46: Sinteza PTMC-b-PBLG blok kopolimera z dvofunkcionalnim iniciatorjem [140]. 
 
Amino-funkcionaliziran makroiniciator (PTMC-NH2) za nadaljnjo ROP NCA je bil sintetiziran 
tudi iz dvofunkcionalnega iniciatorja z Fmoc zaščiteno aminsko skupino. Z odstranitvijo 
benzilne zaščitne skupine PBLG so iz PTMC-b-PLGA diblok kopolimera pripravili 
biokompatibilne in biorazgradljive polimersome (Slika 47) [143,194]. 
 







1.3.5. BLOK KOPOLIMERI NA OSNOVI VINILNIH POLIMEROV 
Pri polipeptidnih hibridnih blok kopolimerih na osnovi vinilnih polimerov sem se 
osredotočila predvsem na tiste, kjer so za prvi blok uporabili polistiren (PS). PS-b-PBLG 
hibridni blok kopolimer [195] so pripravili z uporabo sek-butillitija (sek-BuLi) kot iniciatorja 
za anionsko polimerizacijo stirena. Po končani polimerizaciji so verige terminirali z 1-(3-
kloropropil)-2,2,5,5-tetrametil-1-aza-2,5-disilaciklopentanom. Z acidolizo zaščitne skupine so 
dobili polistiren z aminsko končno skupino (PS-NH2), ki je služil kot makroiniciator za ROP 
BLG NCA (Slika 48). 
 
Slika 48: Sinteza PS-b-PBLG hibridnega blok kopolimera [195]. 
 
Za sintezo PS-b-PZLL blok kopolimera je bil kot makroiniciator uporabljen tudi hidroklorid ω-
amino funkcionaliziranega PS, ki je nastal po reakciji z vodno raztopino HCl [94]. S 
kombinacijo anionske ROP stirena in ROP NCA [196] so pripravili tudi linearne pentablok 
terpolimere in zvezdaste polimer/polipeptid hibride na osnovi PBLG in poli(terc-
butiloksikarbonil-L-lizina) (PBLL). 
 
PS z aminsko končno skupino je bil kot makroiniciator uporabljen za sintezo PS-b-PLGA 
amfifilnih blok kopolimerov [197]. PS je bil pripravljen z RAFT polimerizacijo stirena z 
azobisizobutironitrilom (AIBN) in 2-ciano-2-propil dodecil tritiokarbonatom kot RAFT 
prenašalcem verige. Sinteza amino-funkcionaliziranega PS je združevala aminolizo z in situ 
tiol reakcijo z akrilatom ali metantiosulfonatom z Boc zaščiteno aminsko skupino. Po odščiti 
Boc skupine je aminska skupina služila za iniciacijo ROP NCA. S hidrolizo benzilne skupine je 
nastal PS-b-PLGA amfifilni blok kopolimer, ki se v vodi samouredi v micele (Slika 49). 
 





S kombinacijo ATRP in ROP NCA [198] so sintetizirali tudi 3-kraki zvezdasti PS-b-PBLG 
hibridni blok kopolimer. Z ATRP so najprej pripravili zvezdasti PS z bromidnimi končnimi 
skupinami, ki so jih nato preko redukcije azidnih skupin s trifenilfosfinom transformirali v 
aminske končne skupine. Sledila je še pretvorba v amido-amidatni nikljev cikličen kompleks, 
ki je nato služil kot makroiniciator za nadzorovano ROP BLG NCA (Slika 50). 
 
Slika 50: Sinteza zvezdastega PS-b-PBLG hibridnega blok kopolimera [198]. 
 
Vodotopni linearni PS(PBLG) in zvezdasti PS(PBLG)2 blok kopolimer [199-200] je bil 
sintetiziran z ATRP stirena, čemur je sledila modifikacija bromidne končne skupine z 
nukleofilno substitucijo z etilendiaminom ali 1-aminotrietilentriaminom. Nastali PS z eno ali 
dvema primarnima aminskima končnima skupinama so nato uporabili kot makroiniciator za 
ROP BLG NCA (Slika 51). 
 
Slika 51: Sinteza linearnega PS-b-PLGA in zvezdastega PS-b-(PLGA)2 blok kopolimera [200]. 
 
A-B-A blok kopolimere, sestavljene iz vinilnih polimerov in polipeptoidov so pripravili s 
kopolimerizacijo stirena z aktivirano končno skupino polipeptoidov oziroma polipeptidov 
[201]. Končne aminske skupine PSar, kakor tudi PBLG in PZLL so aktivirali s haloacetiliranjem. 
Mešanico haloacetiliranega polipept(o)ida in stirena so nato izpostavili svetlobi v prisotnosti 
Mn2(CO)10 ali pa jo segrevali z Mn(CO)6 in na ta način med drugimi pripravil tudi PSar-b-PS-b-





1.4. HIDROKSILNA SKUPINA KOT INICIATOR ROP NCA 
ROP mnogih heterocikličnih monomerov, kot so epoksidi, laktoni/laktidi in ciklični karbonati 
poteka preko alkoksidne/hidroksilne končne skupine. Iniciacija ROP NCA s hidroksilno 
skupino poteka bistveno počasneje od nadaljnje propagacije s primarno aminsko skupino, ki 
nastane po odprtju prvega NCA monomera, kar vodi do nenadzorovane polimerizacije in 
posledično do slabo definiranih produktov. Nasprotno pa je hitrost iniciacije s primarno 
aminsko skupino običajno hitra, zato vse polimerne verige začnejo rasti istočasno, kar vodi 
do sinteze dobro definiranih produktov. Komercialno dostopni amino-funkcionalizirani 
makroiniciatorji, kot je pogosto uporabljen PEG terminiran z aminsko končno skupino [47], 
so zaradi dodatnih reakcij transformacije končne skupine bistveno dražji od njihovih 
hidroksi-funkcionaliziranih analogov. 
 
V zadnjem času so bile študije usmerjene v iniciacijo ROP NCA s hidroksilno skupino. Leta 
2015 je Hadjichristidis s sodelavci [202] uporabil različne aminoalkohole s sekundarno ali 
terciarno aminsko skupino kot iniciatorje za ROP NCA v prisotnosti N,N-bis[3,5-
bis(trifluorometil)fenil]tiosečnine (TU-S) kot organokatalizatorja (Slika 52). Aminoalkohole s 
terc-butildimetilsilan zaščiteno hidroksilno skupino so uporabili z namenom, da so raziskali 
ali lahko polimerizacija poteka tudi preko aminske skupine. 
 
Slika 52: Uporabljeni aminoalkoholi kot iniciatorji za ROP NCA v prisotnosti TU-S [202]. 
 
Ugotovili so, da iniciacija poteka izključno preko hidroksilne skupine, vendar benzilni alkohol 
in aminoalkohol z Boc-zaščiteno aminsko skupino nista iniciirala ROP, kar predstavlja 
bistveno omejitev tega postopka. Izredno pomembno vlogo pri iniciaciji ima namreč 





lažje napade NCA in tako poteče ROP NCA. Tiosečnina preko vodikovih vezi zagotavlja 
istočasno aktivacijo NCA monomera in reverzibilno deaktivacijo končnih skupin rastočih 
polimernih verig, prav tako pa onemogoči aktivnost terciarnega amina, ki bi lahko povzročil 
nezaželen AMM mehanizem, kar omogoča nadzorovano ROP in posledično sintezo dobro 
definiranih polipeptidov (Slika 53) [202]. 
 
Slika 53: Aktivacija NCA in reverzibilna deaktivacija aminske končne skupine s TU-S [202]. 
 
Leta 2016 je Zhang s sodelavci [203] uspešno uporabil alkohole in hidroksi-terminirane 
makroiniciatorje za pripravo polipeptoidov kakor tudi heteroblok kopolimerov z ROP N-
substituiranih NCA z uporabo organske superbaze, to je 1,1,3,3-tetrametilgvanidina (TMG) 
kot katalizatorja (Slika 54) [204]. Vendar pa TMG ni primeren katalizator za sintezo 
polipeptidov, saj lahko povzroči interakcijo z rahlo kislim protonom na 3-N mestu 
nesubstituiranega NCA, kar lahko vodi do neželenega AMM polimerizacijskega mehanizma 
in posledično do slabo definiranih produktov [82]. 
 






Po tem ko je naša raziskovalna skupina v letu 2017 objavila članek o ROP NCA s hidroksilno 
skupino [205] in leto kasneje še članek o sintezi hibridnih blok kopolimerov na osnovi 
poliestrov/polikarbonatov in polipeptidov, pripravljenih z zaporedno ROP v enem koraku 
[206], so v letu 2019 sledile različne objave na to tematiko drugih raziskovalnih skupin. 
Radchenko s sodelavci [207] je z uporabo Schreinerjevega tiosečnina katalizatorja (TU-S) in 
amino-alkohol terminiranega poli(1,4-cis-izoprena) kot makroiniciatorja za ROP NCA 
sintetiziral poliizopren-polipeptidne hibride z različnimi arhitekturami. Blok kopolimer so 
sprva želeli pripraviti po naši metodi z uporabo OH-terminiranega poliizoprena kot 
makroiniciatorja v prisotnosti MSA. Zaradi interakcij MSA z dvojnimi vezmi poliizoprena, ki 
povzročijo izomerizacijo dvojnih vezi, sistem ni bil primeren za sintezo poliizopren-polipeptid 
hibridnih blok kopolimerov. Zato so sintetizirali amino-alkohol terminirane makroiniciatorje 
za ROP NCA, katalizirano s TU-S, kot je predlagal Hadjichristidis (Slika 55) [202]. 
 
Slika 55: Sinteza linearnega poli(izopren-b-BLG) blok kopolimera [207]. 
 
Miyazaki s sodelavci [208] pa je z zaporedno ROP EO in NCA v prisotnosti TMG kot 
katalizatorja sintetiziral PEG-b-polipeptidne blok kopolimere v enem koraku (Slika 56). 
Najprej so izvedli ROP EO s primarnim alkoholom, 2-metoksietanolom v prisotnosti TMG v 
THF pri sobni temperaturi. Po dveh dneh so s sušenjem pod znižanim tlakom odstranili 
nezreagiran EO in THF iz reakcijske zmesi. Nato so ponovno dodali TMG in raztopino NCA v 
DMF, pri čemer je potrebno poudariti, da so v tej stopnji dodali še 1 M TU-S. ROP NCA je 
potekala 3 dni pri temperaturi 35 °C. Na ta način so sintetizirali PEG-b-PBLG in PEG-b-PZLL 
amfifilne blok kopolimere z ozko porazdelitvijo molskih mas, ki se v vodi samouredijo v 
micele. 
 
Slika 56: Sinteza PEG-b-polipeptid blok kopolimerov v enem koraku [208]. 




2. NAMEN IN HIPOTEZE DELA 
Od sinteze prvih sintetičnih polipeptidov z ROP NCA so bili razviti različni 
iniciacijski/katalitski sistemi za nadzorovano ROP NCA, med katerimi so primarni amini še 
vedno najpogosteje uporabljeni iniciatorji za pripravo polipeptidov kot tudi hibridnih blok 
kopolimerov na osnovi polipeptidov. Propagacija ROP NCA poteka namreč preko primarne 
aminske končne skupine, za razliko od ROP različnih heterocikličnih monomerov kot so 
epoksidi, ciklični estri in karbonati, kjer rast verig poteka preko aktivnih hidroksilnih končnih 
skupin. 
 
Cilj raziskovalnega dela je bil razviti novo metodologijo sinteze dobro definiranih 
polipeptidov in polipeptidnih hibridnih polimerov z uporabo hidroksilne skupine za iniciacijo 
ROP NCA, namesto standardno uporabljene primarne aminske skupine. Moja hipoteza je, da 
hidroksilna skupina v prisotnosti učinkovitega katalizatorja in ustreznih reakcijskih pogojih 
lahko iniciira ROP NCA. Zaradi počasne iniciacije hidroksilne skupine smo sprva predlagali 
pristop, ki zahteva popolnoma ločeno iniciacijo od hitre propagacije. To bi lahko dosegli z 
uporabo kislega katalizatorja v fazi iniciacije, ki bi omogočil učinkovito odpiranje NCA obroča 
in hkrati preprečeval rast polimernih verig zaradi protonacije nastalih končnih aminskih 
skupin. Propagacijo bi nadzorovano sprožili šele po končani iniciaciji z dodatkom baze, ki bi 
deprotonirala amonijeve skupine. Namen je močno olajšati sintezo polipeptidnih hibridnih 
blok kopolimerov, kjer za makroiniciatorje lahko uporabimo kar polietre, poliestre in 
polikarbonate s hidroksilno končno skupino, ki je ni potrebno predhodno pretvoriti v 
aminsko skupino, saj je takšna transformacija neugodna. Poleg širitve nabora možnih 
iniciatorjev, nova metoda omogoča tudi zaporedno ROP različnih cikličnih monomerov in 
NCA v enem koraku, s čimer se izognemo večstopenjski sintezi in s tem izolaciji in čiščenju 
vmesnih produktov med posameznimi sinteznimi koraki. Kasneje smo predlagali še uporabo 
tiosečnina-aminskih bifunkcionalnih organokatalizatorjev, ki bi lahko preko vodikovih vezi 






3. EKSPERIMENTALNI DEL 
3.1. MATERIALI 
- α-metoksi-ω-hidroksi poli(etilen glikol) (PEG-OH, Mp = 1964 g mol-1, Iris Biotech 
GmbH) čez noč sušen nad P2O5 
- β-benzil-L-aspartat (BLA, 99%, Iris Biotech GmbH) 
- 3,5-bis(trifluorometil)fenil izotiocianat (98%, Sigma-Aldrich) 
- γ-benzil-L-glutamat (BLG, 99%, Acros Organics) 
- 2,5-dihidroksibenzojska kislina (DHB, 99%, Sigma-Aldrich) 
- devteriran dimetil sulfoksid (DMSO-d6, 99,8% D, Euriso-top) 
- dietil eter (99,7%, Merck) 
- diklorometan (DCM, 99,8%, brezvodni, Sigma-Aldrich) 
- 3-fenilpropan-1-ol (PPA, 98%, Aldrich) sušen s CaH2 in vakuumsko destiliran 
- fosforjev pentoksid (P2O5, 99%, Sigma-Aldrich) 
- heksafluoroizopropanol (HFIP, 99%, Sigma-Aldrich) 
- hidroksil terminiran polistiren (PS-OH, Mn = 2200 g mol-1, D = 1,06, Polymer Source) 
- kalcijev hidrid (CaH2, 95%, Sigma-Aldrich) 
- kalijev karbonat (K2CO3, 99%, Merck) 
- ɛ-kaprolakton (CL, 97%, Sigma-Aldrich) sušen s CaH2 in vakuumsko destiliran 
- kloroform (CHCl3, 99%, brezvodni, Sigma-Aldrich) 
- litijev bromid (LiBr, 99%, Sigma-Aldrich) 
- metanol (99,8%, Merck) 
- metansulfonska kislina (MSA, 99,5%, Sigma-Aldrich) 
- natrijev trifluoroacetat (NaTFA, 98%, Sigma-Aldrich) 
- N,N-dimetilacetamid (DMAc, Sigma-Aldrich) 
- N,N-dimetiletilendiamin (95%, Sigma-Aldrich) 
- N,N-dimetilformamid (DMF, 99,8%, Merck) 
- N-etildiizopropilamin (EDIPA, 98%, Sigma-Aldrich) sušen s CaH2 in vakuumsko 
destiliran 
- n-heksan (99%, Merck) 
- poli(propilen glikol) (PPG, Sigma-Aldrich, Mn = 1000 g mol-1) 





- sarkozin (Sar, N-metil glicin, Iris Biotech GmbH) 
- tetrahidrofuran (THF, 99,9%, brezvodni, Sigma-Aldrich) 
- trifluoroocetna kislina (TFA, 99%, Aldrich) 
- trifosgen (98%, Aldrich) 
- trimetilen karbonat (TMC, 99%, Polysciences, Inc.) 
 
3.2. METODE KARAKTERIZACIJE 
3.2.1. NMR spektroskopija 
1H NMR spektri so bili posneti na Varian Unity Inova 300 MHz NMR spektrometru v pulznem 
načinu s Fourierjevo transformacijo. Relaksacijski zamik in čas pridobivanja spektra sta bila 
5 s. Vse meritve so bile izvedene v DMSO-d6 z nekaj kapljicami TFA pri 25 °C. Kot interni 
standard kemijskega premika je bil uporabljen tetrametilsilan (TMS, δ = 0). 
 
3.2.2. Velikostna izključitvena kromatografija, sklopljena z detektorjem na sipanje 
svetlobe pri več kotih (SEC-MALS) 
SEC-MALS meritve so bile izvedene na modularnem HPLC sistemu s črpalko in 
razplinjevalcem Hewlett-Packard serije 1100. Koloni sta bili povezani z Dawn Heleos MALS 
detektorjem z GaAs laserjem (λ0 = 661 nm) in Optilab rEX interferometričnim 
refraktometrom, ki deluje pri isti valovni dolžini kot MALS detektor (oba inštrumenta sta od 
proizvajalca Wyatt Technology Corp., ZDA). Ločbe so potekale pri temperaturi 50 °C na 
zaporedno sklopljenih MIXED-E in Oligopore SEC kolonah (Agilent Techn., ZDA) s 
predkolono. Kot eluent in topilo smo uporabili 0,1 M raztopino LiBr v N,N-dimetilacetamidu 
(DMAc). Pretok mobilne faze je bil 0,5 mL min-1. Masa injiciranih vzorcev je bila 1,0×10-3 g, 
medtem ko je bila koncentracija raztopin 1,0×10-2 g mL-1. Za zbiranje in obdelavo podatkov 
smo uporabili programsko opremo Astra 5.3.4 (Wyatt Technology Corporation, ZDA). Za 
določitev absolutnih vrednosti Mw s pomočjo MALS detektorja je potrebno poznati 
inkrement lomnega količnika (dn/dc) posameznega vzorca, ki je bil določen iz odziva RI 







3.2.3. Masna spektrometrija z ionizacijo z lasersko desorpcijo in masnim 
analizatorjem na čas preleta ionov (MALDI-TOF MS) 
MALDI-TOF meritve so bile opravljene z UltrafleXtreme MALDI-TOF masnim spektrometrom 
(Bruker Daltonik, Bremen, Nemčija). Masni spektri vzorcev so bili posneti v pozitivnem 
reflektorskem načinu snemanja. Vzorci so bili raztopljeni v heksafluoroizopropanolu (HFIP, 
10 mg mL-1) ali tetrahidrofuranu (THF, 10 mg mL-1) ter zmešani z raztopino matriksa, 2,5-
dihidroksibenzojsko kislino (DHB, 30 mg mL-1) in natrijevim trifluoroacetatom (NaTFA, 10 mg 
mL-1) v THF v volumskem razmerju 1/10/3. 0,4 µL tako pripravljene raztopine smo nanesli na 
MALDI ploščico z uporabo metode osušene kapljice (“dried-droplet method”). Masni spektri 
predstavljajo vsoto 2000 strelov z laserjem na izbranih mestih na MALDI ploščici. 
Umerjanje inštrumenta je bilo opravljeno s polimetilmetakrilatnimi (PMMA) standardi v 
merjenem območju molskih mas (MALDI validacijski set, Fluka Analytical). PMMA standardi 
so bili raztopljeni v THF in naneseni čim bližje merjenemu vzorcu (ang. »nearest neighbor 
positions«). Za obdelavo masnih spektrov smo uporabili programsko opremo Bruker 
FlexAnalysis 3.3.80 (Bruker Daltonik, Bremen, Nemčija). 
 
3.2.4. Diferenčna dinamična kalorimetrija (DSC) 
DSC meritve NCA monomerov za določevanje temperature tališča (Tm) smo opravili na 
instrumentu DSC 1 (Mettler-Toledo) v dušikovi atmosferi. Vzorec smo segrevali z 10 °C/min 







3.3. SINTEZA NCA MONOMEROV 
3.3.1. Sinteza β-benzil-L-aspartat (BLA) NCA 
 
V prežarjeno bučko smo pod argonom zatehtali BLA (5,00 g, 22,4 mmol) in dodali brezvodni 
THF (50 mL). Nato smo dodali raztopino trifosgena (3,52 g, 11,9 mmol) v brezvodnem THF 
(15 mL). Reakcijsko zmes smo mešali 75 min pri 55 °C, da je postala bistra. Nato smo jo 
koncentrirali pri znižanem tlaku do približno 25% njenega začetnega volumna, jo ohladili in 
oborili z dodatkom n-heksana. Produkt smo trikrat prekristalizirali iz zmesi THF/n-heksan. 
Nastali NCA smo sušili pod vakuumom. Izkoristek: 90%. 
 
1H NMR (DMSO-d6): δ = 2,91 (dd, J1 = 17,8 Hz, J2 = 4,3 Hz, 1H, CH2a), 3,08 (dd, J1 = 17,8 Hz, 
J2 = 4,3 Hz, 1H, CH2b), 4,70 (m, 1H, CH), 5,14 (s, 2H, benzil CH2), 7,37 (m, 5H, aril CH), 9,00 (s, 
1H, NH). 
 
3.3.2. Sinteza γ-benzil-L-glutamat (BLG) NCA 
 
V prežarjeno bučko smo zatehtali BLG (5,00 g, 21,1 mmol) in dodali brezvodni THF (60 mL). 
Nato smo dodali raztopino trifosgena (3,32 g, 11,2 mmol) v brezvodnem THF (15 mL). 
Reakcijsko zmes smo mešali 75 min pri 55 °C, da je postala bistra. Nato smo jo koncentrirali 
pri znižanem tlaku do približno 25% njenega začetnega volumna, jo ohladili in oborili z 
dodatkom n-heksana. Produkt smo trikrat prekristalizirali iz zmesi THF/n-heksan. Nastali 
NCA smo sušili pod vakuumom. Izkoristek: 85%. 
 
1H NMR (DMSO-d6): δ = 2,02 (m, 2H, CH2), 2,49 (m, 2H, CH2), 4,48 (ddd, J1 = 7,8 Hz, J2 = 5,5 





3.3.3. Sinteza sarkozin (Sar) NCA 
 
V prežarjeno bučko smo pod argonom zatehtali Sar (2,00 g, 22,4 mmol) in dodali brezvodni 
THF (40 mL). Nato smo počasi dodali raztopino trifosgena (2,66 g, 8,98 mmol) v brezvodnem 
THF (10 mL). Reakcijsko zmes smo mešali 3 h pri 65 °C, da je postala popolnoma bistra. 
Reakcijsko zmes smo nato filtrirali pod vakuumom. Nato smo odstranili topilo pri znižanem 
tlaku in temperaturi 40 °C dokler nismo dobili rjavkastega olja. Oljnat produkt smo nato 
segreli na 75 °C in dobili trden rjavkast produkt. Produkt smo raztopili v 30 mL THF, dodali 
15 mL n-heksana in reakcijsko mešanico čez noč pustili v skrinji. Bele kristale smo nato 
filtrirali in sušili pod vakuumom. Na koncu smo Sar NCA še sublimirali pri temperaturi 90 °C 
in tlaku 3 mbar, da smo dobili bele kristale Sar NCA. Monomer smo hranili pri -20 °C. 
Izkoristek: 65%. 
 







3.4. SINTEZA HOMOPOLIPEPTIDOV 
Vse polimerizacije smo izvedli s sveže pripravljenimi NCA monomeri v predhodno 
prežarjenih bučkah pod argonom na Schlenkovi liniji. 
 
3.4.1. Sinteza poli(β-benzil-L-aspartata) (PBLA) 
 
BLA NCA (0,250 g, 1,00 mmol) smo pod argonom zatehtali v bučko in dodali brezvodni 
kloroform (10 mL). Med mešanjem smo nastali suspenziji dodali metansulfonsko kislino 
(MSA, 7,8 µL, 0,12 mmol) in 3-fenilpropan-1-ol (PPA, 5,5 µL, 0,04 mmol) v ustreznem 
molskem razmerju monomer/iniciator/katalizator = 25/1/3. Reakcijsko zmes smo mešali pod 
argonom 24 h pri temperaturi 40 °C. Pretvorbo hidroksilnih skupin iniciatorja v esterske vezi 
smo spremljali z 1H NMR spektroskopijo, kjer smo zasledovali zmanjševanje intenzitete 
signala -CH2- protonov ob hidroksilni skupini pri 3,44 ppm in naraščanje intenzitete signala -
CH2- protonov ob estrski vezi pri 4,13 ppm. Po končani iniciaciji smo reakcijsko zmes 
postavili na ledeno kopel in pri temperaturi 0 °C sprožili propagacijo z dodatkom N-
etildiizopropilamina (EDIPA, 17,2 µL, 0,10 mmol). Po 24 h je bila z 1H NMR določena 40% 
poraba NCA monomera, po 2 dneh pa je reakcijska mešanica, kot posledica popolne porabe 
NCA monomera, postala bistra. Reakcijsko zmes smo oborili z mrzlim dietil etrom in produkt 
izolirali s centrifugiranjem (8000 rpm, 1 min). Posušen bel praškast produkt smo nato 
raztopili v DMF in ga obarjali v hladno deionizirano vodo, ga večkrat sprali z deionizirano 
vodo in sušili pod vakuumom 24 h. Izkoristek: 90%. 
 
Zgoraj je natančno opisan sintezni postopek za pripravo PBLA, kjer smo uporabili molsko 
razmerje monomer/iniciator/katalizator = 25/1/3. Pod enakimi eksperimentalnimi pogoji 
smo sintetizirali in izolirali tudi PBLA višje molske mase, za katerega smo uporabili molsko 
razmerje monomer/iniciator/katalizator = 40/1/3. V obeh primerih je bilo uporabljeno 





Eksperimente s podaljševanjem verige smo izvedli tako, da smo v polovico reakcijske zmesi 
PBLA s 40 ponavljajočimi aminokislinskimi enotami zaporedno dodali BLA NCA (0,100 g, 
0,40 mmol, kar predstavlja dodatnih 20 ponavljajočih aminokislinskih enot na verigo). 
Reakcijsko zmes smo mešali 2 dni pri temperaturi 0 °C in s tem zagotovili popolno porabo 
BLA NCA. Nato smo polovico raztopine homopolimera izolirali kot je opisano zgoraj, v 
preostalo polovico raztopine pa smo še enkrat dodali BLA NCA monomer (0,050 g, 0,20 
mmol), da smo verige v povprečju podaljšali za 20 ponavljajočih enot. Reakcijsko zmes smo 
mešali nadaljnja 2 dneva pri 0 °C in dobili končni homopolimer, ki smo ga izolirali na 
podoben način kot je opisano zgoraj. 
 
3.4.2. Sinteza poli(γ-benzil-L-glutamata) (PBLG) 
 
BLG NCA (0,250 g, 0,95 mmol) smo raztopili v brezvodnem kloroformu (5 mL) pod argonom. V 
bistro raztopino smo dodali MSA (7,4 µL, 0,11 mmol) in PPA (5,2 µL, 0,04 mmol) v ustreznem 
molskem razmerju monomer/iniciator/katalizator = 25/1/3. Reakcijsko zmes smo pri 
temperaturi 40 °C mešali 24 h, nato pa smo jo, po končani iniciaciji, ohladili na 0 °C. 
Propagacijo smo sprožili z dodatkom EDIPA (16,3 µL, 0,10 mmol) in reakcijsko zmes mešali 24 
h, da smo dosegli popolno porabo NCA monomera. Reakcijsko zmes smo oborili z mrzlim 
dietil etrom in produkt izolirali s centrifugiranjem (8000 rpm, 1 min). Posušen bel praškast 
produkt smo nato raztopili v DMF in ga oborili s hladno deionizirano vodo, ga večkrat sprali z 
deionizirano vodo in sušili pod vakuumom 24 h. Izkoristek: 75%. 
 
Zgoraj je natančno opisan sintezni postopek za pripravo PBLG, kjer je bilo uporabljeno 
molsko razmerje monomer/iniciator/katalizator = 25/1/3. Pod enakimi eksperimentalnimi 
pogoji smo sintetizirali in izolirali tudi PBLG, kjer smo uporabili molsko razmerje 
monomer/iniciator/katalizator = 40/1/3, da smo pripravili PBLG višje molske mase. V obeh 






3.4.3. Sinteza polisarkozina (PSar) 
 
Sar NCA (0,100 g, 0,87 mmol) smo v prežarjeni bučki raztopili v brezvodnem kloroformu (2 
mL) pod argonom. V bistro raztopino smo dodali MSA (4,2 µL, 0,07 mmol) in PPA (2,96 µL, 0,02 
mmol) v ustreznem molskem razmerju monomer/iniciator/katalizator = 40/1/3. Reakcijsko 
zmes smo pri temperaturi 40 °C mešali 2 h, nato pa smo jo po končani iniciaciji ohladili na 
0 °C. Propagacijo smo sprožili z dodatkom EDIPA (9,3 µL, 0,05 mmol) v 1 mL kloroforma in 
reakcijsko zmes mešali 4 h, da smo dosegli popolno porabo NCA monomera. Reakcijsko 
zmes smo oborili z mrzlim dietil etrom in produkt izolirali s centrifugiranjem (8000 rpm, 1 
min) ter ga sušili pod vakuumom 24 h. Izkoristek: 95%. 
 
3.5. SINTEZA POLIPEPTIDNIH HIBRIDNIH BLOK KOPOLIMEROV Z UPORABO 
MAKROINICIATORJA 
Polipeptidne hibridne blok kopolimere (PEG-b-PBLA, PEG-b-PBLG in PS-b-PBLA, PS-b-PBLG) 
smo sintetizirali z ROP BLA in BLG NCA z uporabo hidroksi-terminiranega PEG-OH oziroma 
PS-OH kot makroiniciatorjev. Za pripravo PSar-b-PPG-b-PSar amfifilnega kopolimera smo 
uporabili dvo-funkcionalni hidrofobni PPG kot makroiniciator, iz katerega smo na obeh 
koncih kopolimerizirali Sar NCA z ROP. Na ta način smo pripravili amfifilni tri blok kopolimer 













3.5.1. Sinteza PEG-b-PBLA 
 
BLA NCA (0,400 g, 1,61 mmol) smo pod argonom zatehtali v prežarjeno bučko in dodali 
brezvodni kloroform (10 mL). Med mešanjem smo nastali suspenziji dodali MSA (7,8 µL, 0,12 
mmol) in makroiniciator PEG-OH (Mp = 1964 g mol
-1, 78,8 mg, 0,04 mmol) v ustreznem 
molskem razmerju monomer/makroiniciator/katalizator = 40/1/3. Reakcijsko zmes smo 
mešali 48 h pri temperaturi 40 °C. Po končani iniciaciji smo reakcijsko zmes ohladili na 0 °C in 
sprožili propagacijo z dodatkom EDIPA (17,2 µL, 0,10 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali 24 
h, da smo dosegli popolno porabo NCA monomera. Reakcijsko zmes smo oborili z mrzlim 
dietil etrom, produkt večkrat sprali z dietil etrom in sušili pod vakuumom 24 h. Izkoristek: 
80%. 
 
3.5.2. Sinteza PEG-b-PBLG 
 
BLG NCA (0,400 g, 1,52 mmol) smo pod argonom zatehtali v prežarjeno bučko in dodali 
brezvodni kloroform (10 mL). Med mešanjem smo nastali suspenziji dodali MSA (7,4 µL, 0,11 
mmol) in makroiniciator PEG-OH (Mp = 1964 g mol
-1, 74,6 mg, 0,04 mmol) v ustreznem 
molskem razmerju monomer/makroiniciator/katalizator = 40/1/3. Reakcijsko zmes smo 
mešali 48 h pri temperaturi 40 °C. Po končani iniciaciji smo reakcijsko zmes ohladili na 0 °C in 
sprožili propagacijo z dodatkom EDIPA (16,3 µL, 0,10 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali 24 
h, da smo dosegli popolno porabo NCA monomera. Reakcijsko zmes smo oborili z mrzlim 







3.5.3. Sinteza PS-b-PBLA 
 
BLA NCA (0,400 g, 1,61 mmol) smo zatehtali v prežarjeno bučko in dodali brezvodni 
kloroform (10 mL). Med mešanjem smo nastali suspenziji dodali MSA (7,8 µL, 0,12 mmol) in 
makroiniciator PS-OH (Mn = 2200 g mol
-1, 88,3 mg, 0,04 mmol) v molskem razmerju 
monomer/makroiniciator/katalizator = 40/1/3. Reakcijsko zmes smo mešali 24 h pri 
temperaturi 40 °C. Po končani iniciaciji smo reakcijsko zmes ohladili na 0 °C in sprožili 
propagacijo z dodatkom EDIPA (17,2 µL, 0,10 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali 24 h, da 
smo dosegli popolno porabo NCA monomera. Reakcijsko zmes smo oborili z mrzlim dietil 
etrom in produkt izolirali s centrifugiranjem (8000 rpm, 1 min). Produkt smo nato raztopili v 
DMF in ga oborili v hladno deionizirano vodo, ga večkrat sprali z deionizirano vodo in sušili 
pod vakuumom 24 h. Izkoristek: 85%. 
 
3.5.4. Sinteza PS-b-PBLG 
 
BLG NCA (0,400 g, 1,52 mmol) smo zatehtali v prežarjeno bučko in dodali brezvodni 
kloroform (10 mL). Med mešanjem smo nastali suspenziji dodali MSA (7,4 µL, 0,11 mmol) in 
PS-OH (Mn = 2200 g mol
-1, 83,6 mg, 0,04 mmol) v molskem razmerju 
monomer/makroiniciator/katalizator = 40/1/3. Reakcijsko zmes smo mešali 24 h pri 
temperaturi 40 °C. Po končani iniciaciji smo reakcijsko zmes ohladili na 0 °C in sprožili 
propagacijo z dodatkom EDIPA (16,3 µL, 0,10 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali 24 h, da 
smo dosegli popolno porabo NCA. Reakcijsko zmes smo oborili z mrzlim dietil etrom in 





oborili v hladno deionizirano vodo, ga večkrat sprali z deionizirano vodo in sušili pod 
vakuumom 24 h. Izkoristek: 80%. 
 
3.5.5. Sinteza PSar-b-PPG-b-PSar 
 
Makroiniciator HO-PPG-OH (Mn = 1000 g mol
-1, 0,050 g, 0,05 mmol) smo zatehtali v 
prežarjeno bučko in dodali brezvodni kloroform (5 mL). Med mešanjem smo raztopini dodali 
Sar NCA (0,230 g, 2,0 mmol) in MSA (12,98 μL, 0,20 mmol ali 25,96 μL, 0,40 mmol) v 
ustreznem molskem razmerju monomer/makroiniciator/katalizator = 40/1/4 oziroma 
40/1/8. V primeru, ko so bili v reakcijski zmesi prisotni 4 ekvivalenti MSA glede na 
makroiniciator smo reakcijsko zmes pri 40 °C mešali 7 dni, medtem ko je bila iniciacija z 8 
ekvivalenti MSA glede na PPG končana po 48 h. Po končani iniciaciji smo reakcijsko zmes 
ohladili na 0 °C in sprožili propagacijo z dodatkom EDIPA (25,68 μL, 0,15 mmol ali 59,9 μL, 
0,35 mmol) v ustreznem molskem razmerju makroiniciator/kislina/baza = 1/4/3 oziroma 
1/8/7. Reakcijsko zmes smo mešali 4 h, da smo dosegli popolno porabo NCA. Reakcijsko 
zmes smo oborili z mrzlim dietil etrom in produkt izolirali s centrifugiranjem (8000 rpm, 1 
min). Posušen bel praškast produkt smo nato raztopili v kloroformu, ga oborili v hladno 






3.6. SINTEZA POLIPEPTIDNIH HIBRIDNIH BLOK KOPOLIMEROV Z ZAPOREDNO 
POLIMERIZACIJO V ENEM KORAKU 
Poliester-b-polipeptidne hibridne blok kopolimere ter polikarbonat-b-polipeptidne hibridne 
blok in triblok kopolimere smo sintetizirali z zaporedno polimerizacijo cikličnih 
estrov/karbonatov in nato NCA v enem koraku, brez vmesne izolacije makroiniciatorja. 
Najprej je v prisotnosti MSA potekla ROP CL oziroma TMC, sledila je iniciacija ROP 
zaporedno dodanega BLA NCA s hidroksilno skupino, nato pa je bila z dodatkom EDIPA 
sprožena propagacija, ki je vodila do ustreznih polipeptidnih hibridnih polimerov. Na enak 
način smo pripravili amfifilne blok kopolimere v kombinaciji s hidrofobnima PCL/PTMC in 
hidrofilnim polisarkozin (PSar) polipeptoidnim blokom. 
 
3.6.1. Sinteza PCL-b-PBLA 
 
ε-Kaprolakton (CL, 250 µL, 2,26 mmol) smo v prežarjeni bučki pod argonom raztopili v 
brezvodnem kloroformu (4 mL, [CL]0 = 0,56 M). V reakcijsko zmes smo dodali MSA (17,57 µL, 
0,27 mmol) in PPA (12,28 µL, 0,09 mmol) v ustreznem molskem razmerju 
monomer/iniciator/katalizator = 25/1/3. Reakcijsko zmes smo pri temperaturi 40 °C mešali 
1 h. Popolno porabo CL smo spremljali z 1H NMR spektroskopijo. Po končani polimerizaciji 
smo polovico reakcijske zmesi vzeli iz bučke za izolacijo prvega bloka, polikaprolaktona 
(PCL). V zmes za izolacijo smo dodali EDIPA (25 µL, 0,15 mmol) za nevtralizacijo kislega 
katalizatorja in jo nato oborili z mrzlo mešanico metanola in dietil etra (1/1, v/v). Oborino 
smo izolirali s centrifugiranjem (8000 rpm, 1 min) in jo sušili pod vakuumom 24 h. 
 
Preostalo polovico reakcijske zmesi smo razredčili z 2 mL brezvodnega kloroforma in dodali 
BLA NCA v količini (0,281 g, 1,13 mmol), ki predstavlja 25 ponavljajočih aminokislinskih enot 
na verigo. Reakcijsko zmes smo mešali 24 h pri temperaturi 40 °C, da smo zagotovili popolno 
iniciacijo, ki smo jo spremljali z MALDI-TOF MS. Po končani iniciaciji smo reakcijsko zmes 





reakcijska mešanica postala bistra, saj je bila dosežena popolna poraba NCA monomera, ki 
smo jo spremljali z 1H NMR. Po končani polimerizaciji smo polovico reakcijske zmesi vzeli iz 
bučke za izolacijo blok kopolimera. Reakcijsko zmes smo oborili z mrzlo mešanico metanola 
in dietil etra (1/9, v/v). Oborino smo izolirali s centrifugiranjem (8000 rpm, 1 min) in jo sušili 
pod vakuumom 24 h. 
 
Preostalo polovico reakcijske zmesi smo uporabili za eksperimente podaljševanja verige. 
Sprva smo v raztopino dodali BLA NCA v količini (0,084 g, 0,34 mmol), ki predstavlja 
dodatnih 15 ponavljajočih aminokislinskih enot na verigo, in 1 mL brezvodnega kloroforma. 
Reakcijsko zmes smo mešali 24 h pri temperaturi 0 °C in s tem zagotovili popolno porabo 
BLA NCA. Nato smo 1,5 mL raztopine blok kopolimera izolirali kot je opisano zgoraj, v 
preostali 1,5 mL raztopine pa smo še enkrat dodali BLA NCA v količini (0,042 g, 0,17 mmol), 
ki predstavlja še dodatnih 15 ponavljajočih aminokislinskih enot na verigo, in 1,5 mL 
brezvodnega kloroforma. Reakcijsko zmes smo mešali nadaljnjih 24 h pri 0 °C in dobili končni 
blok kopolimer, ki smo ga prav tako izolirali kot je opisano zgoraj. 
 
3.6.2. Sinteza PTMC-b-PBLA 
 
Trimetilen karbonat (TMC, 0,200 g, 1,96 mmol) smo v prežarjeni bučki pod argonom 
raztopili v brezvodnem kloroformu (2 mL, [TMC]0 = 0,98 M). Nato smo dodali MSA (12,71 µL, 
0,20 mmol) in PPA (8,88 µL, 0,07 mmol) v ustreznem molskem razmerju 
monomer/iniciator/katalizator = 25/1/3. Reakcijsko mešanico smo pri temperaturi 40 °C 
mešali 1 h. Porabo TMC monomera smo spremljali z 1H NMR spektroskopijo. Po končani 
polimerizaciji smo polovico reakcijske zmesi vzeli iz bučke za izolacijo prvega bloka, 
politrimetilen karbonata (PTMC). V zmes za izolacijo smo dodali EDIPA (20 µL, 0,12 mmol) za 
nevtralizacijo kislega katalizatorja in jo nato oborili z mrzlim metanolom. Oborino smo 





Preostalo polovico reakcijske zmesi smo razredčili z 1 mL brezvodnega kloroforma in dodali 
BLA NCA v količini (0,203 g, 0,82 mmol), ki predstavlja 25 ponavljajočih aminokislinskih enot 
na verigo. Reakcijsko zmes smo mešali 24 h pri temperaturi 40 °C, da smo zagotovili popolno 
iniciacijo, ki smo jo spremljali z MALDI-TOF MS. Po končani iniciaciji, smo reakcijsko zmes 
ohladili na 0 °C in propagacijo sprožili z dodatkom EDIPA (13,97 µL, 0,08 mmol). Po 24 h je 
reakcijska mešanica postala bistra, saj je bila dosežena popolna poraba BLA NCA, ki smo jo 
spremljali z 1H NMR. Po končani polimerizaciji smo polovico reakcijske zmesi vzeli iz bučke za 
izolacijo blok kopolimera. Reakcijsko zmes smo oborili z mrzlo mešanico metanola in dietil 
etra (1/4, v/v). Oborino smo izolirali s centrifugiranjem (8000 rpm, 1 min) in jo sušili pod 
vakuumom 24 h. 
 
Preostalo polovico reakcijske zmesi smo uporabili za eksperimente podaljševanja verige. 
Sprva smo v raztopino dodali BLA NCA v količini (0,061 g, 0,24 mmol), ki predstavlja 
dodatnih 15 ponavljajočih aminokislinskih enot na verigo, in 1 mL brezvodnega kloroforma. 
Reakcijsko zmes smo mešali 24 h pri temperaturi 0 °C in s tem zagotovili popolno porabo 
BLA NCA. Nato smo 1 mL raztopine blok kopolimera izolirali kot je opisano zgoraj, v preostali 
1 mL raztopine pa smo še enkrat dodali BLA NCA v količini (0,031 g, 0,12 mmol), ki 
predstavlja še dodatnih 15 ponavljajočih aminokislinskih enot na verigo, in 1 mL 
brezvodnega kloroforma. Reakcijsko zmes smo mešali 24 h pri 0 °C in dobili končni blok 

















3.6.3. Sinteza PBLA-b-PTMC-b-PBLA 
 
TMC (0,200 g, 1,96 mmol) smo v prežarjeni bučki pod argonom raztopili v brezvodnem 
kloroformu (2 mL, [TMC]0 = 0,98 M). V reakcijsko zmes smo dodali MSA (16,95 µL, 0,26 
mmol) in 1,3-propandiol (4,72 µL, 0,07 mmol) v ustreznem molskem razmerju 
monomer/iniciator/katalizator = 30/1/4. Reakcijsko zmes smo pri temperaturi 40 °C mešali 
1 h. Popolno porabo TMC monomera smo spremljali z 1H NMR spektroskopijo. Po končani 
polimerizaciji smo polovico reakcijske zmesi vzeli iz bučke za izolacijo prvega bloka, 
dvofunkcionalnega PTMC. V zmes za izolacijo smo dodali EDIPA (25 µL, 0,15 mmol) za 
nevtralizacijo kislega katalizatorja in jo nato oborili z mrzlim metanolom. Oborino smo 
izolirali s centrifugiranjem (8000 rpm, 1 min) in jo sušili pod vakuumom 24 h. 
 
Preostalo polovico reakcijske zmesi smo razredčili z 1 mL brezvodnega kloroforma in dodali 
BLA NCA v količini (0,325 g, 1,31 mmol), ki predstavlja 40 ponavljajočih aminokislinskih enot 
na verigo. Reakcijsko zmes smo mešali 44 h pri temperaturi 40 °C, da smo zagotovili popolno 
iniciacijo, ki smo jo spremljali z MALDI-TOF MS. Po končani iniciaciji smo reakcijsko zmes 
ohladili na 0 °C in dodali še 2 mL brezvodnega kloroforma. Propagacijo smo sprožili z 
dodatkom EDIPA (16,77 µL, 0,10 mmol). Po 24 h je reakcijska mešanica postala bistra, saj je 
bila dosežena popolna poraba NCA monomera, ki smo jo spremljali z 1H NMR. Bistro 
reakcijsko mešanico smo oborili z mrzlo mešanico metanola in dietil etra (1/4, v/v). Oborino 
















3.6.4. Sinteza PSar-b-PCL-b-PSar 
 
CL (250 µL, 2,26 mmol) smo v prežarjeni bučki pod argonom raztopili v brezvodnem 
kloroformu (4 mL, [CL]0 = 0,56 M). V reakcijsko zmes smo dodali MSA (23,42 µL, 0,36 mmol) 
in 1,3-propandiol (6,52 µL, 0,09 mmol) v ustreznem molskem razmerju 
monomer/iniciator/katalizator = 25/1/4. Reakcijsko zmes smo pri temperaturi 40 °C mešali 
1 h. Popolno porabo CL smo spremljali z 1H NMR spektroskopijo. Po končani polimerizaciji 
smo polovico reakcijske zmesi vzeli iz bučke za izolacijo prvega bloka, dvofunkcionalnega 
PCL. V zmes za izolacijo smo dodali EDIPA (25 µL, 0,15 mmol) za nevtralizacijo kislega 
katalizatorja in jo nato oborili z mrzlo mešanico metanola in dietil etra (1/1, v/v). Oborino 
smo izolirali s centrifugiranjem (8000 rpm, 1 min) in jo sušili pod vakuumom 24 h. 
 
Preostalo polovico reakcijske zmesi smo razredčili z 2 mL brezvodnega kloroforma in dodali 
Sar NCA v količini (0,208 g, 1,80 mmol), ki predstavlja 40 ponavljajočih aminokislinskih enot 
na verigo. Reakcijsko zmes smo mešali 24 h pri temperaturi 40 °C, da smo zagotovili popolno 
iniciacijo, ki smo jo spremljali z MALDI-TOF MS. Po končani iniciaciji smo reakcijsko zmes 
ohladili na 0 °C. Propagacijo smo sprožili z dodatkom EDIPA (23,17 µL, 0,14 mmol) v 1 mL 
kloroforma. Po 4 h je bila dosežena popolna poraba NCA monomera, ki smo jo spremljali z 
1H NMR. Bistro reakcijsko mešanico smo oborili z mrzlim dietil etrom. Oborino smo izolirali s 














3.6.5. Sinteza PSar-b-PTMC-b-PSar 
 
TMC (0,200 g, 1,96 mmol) smo raztopili v brezvodnem kloroformu (2 mL, [TMC]0 = 0,98 M). 
V reakcijsko zmes smo dodali MSA (16,95 µL, 0,26 mmol) in 1,3-propandiol (4,72 µL, 
0,07 mmol) v molskem razmerju monomer/iniciator/katalizator = 30/1/4. Reakcijsko zmes 
smo pri 40 °C mešali 1 h. Popolno porabo TMC smo spremljali z 1H NMR spektroskopijo. Po 
končani polimerizaciji smo polovico reakcijske zmesi vzeli iz bučke za izolacijo prvega bloka, 
dvofunkcionalnega PTMC. V zmes za izolacijo smo dodali EDIPA (25 µL, 0,15 mmol) za 
nevtralizacijo MSA in jo nato oborili z mrzlim metanolom. Oborino smo izolirali s 
centrifugiranjem (8000 rpm, 1 min) in jo sušili pod vakuumom 24 h. 
 
Preostalo polovico reakcijske zmesi smo razredčili z 1 mL brezvodnega kloroforma in dodali 
Sar NCA v količini (0,150 g, 1,31 mmol), ki predstavlja 40 ponavljajočih aminokislinskih enot 
na verigo. Reakcijsko zmes smo mešali 24 h pri temperaturi 40 °C, da smo zagotovili popolno 
iniciacijo, ki smo jo spremljali z MALDI-TOF MS. Po končani iniciaciji smo reakcijsko zmes 
ohladili na 0 °C. Propagacijo smo sprožili z dodatkom EDIPA (16,77 µL, 0,10 mmol) v 1 mL 
kloroforma. Po 4 h je bila dosežena popolna poraba NCA monomera, ki smo jo spremljali z 
1H NMR. Bistro reakcijsko mešanico smo oborili z mrzlim dietil etrom. Oborino smo izolirali s 














3.7. SINTEZA TIOSEČNINA-TERC. AMINSKEGA BIFUNKCIONALNEGA 
ORGANOKATALIZATORJA (TU-S*) 
 
Za sintezo 1-[3,5-bis(trifluorometil)fenil]-3-[2-(dimetilamino)etil]tiosečnine (TU-S*) smo k 
raztopini N,N-dimetiletilendiamina (0,26 mL, 2,38 mmol) v 4 mL THF dodali 3,5-
bis(trifluorometil)fenil izotiocianat (0,39 mL, 2,16 mmol) in nastalo zmes 24 h segrevali pri 
temperaturi 50 °C. Reakcijsko zmes smo nato koncentrirali pri znižanem tlaku, da smo dobili 
rahlo rumenkasti trdni produkt, ki je po spiranju s hladnim n-heksanom, postal bele barve. 
Produkt smo prekristalizirali iz dietil etra, da smo dobili bel kristalinični TU-S* 
organokatalizator in ga posušili v vakuumu (0,47 g, 1,31 mmol). Y(TU-S*) = 60%. 
 
3.7.1. ROP NCA z uporabo TU-S* katalizatorja 
Vse polimerizacije smo izvedli s sveže sintetiziranimi NCA monomeri v prežarjenih bučkah 
pod argonom na Schlenkovi liniji. Reakcijo v optimalnih pogojih smo izvedli tako, da smo BLA 
NCA (0,200 g, 0,80 mmol) z mešanjem suspendirali v brezvodnem kloroformu (1 mL). K 
suspenziji smo dodali v kloroformu (1 mL) pripravljeno raztopino katalizatorja (TU-S*, 0,043 
g, 0,12 mmol) in iniciatorja (PPA, 5,5 µL, 0,04 mmol) v ustreznem molskem razmerju 
monomer/iniciator/katalizator = 20/1/3. Reakcijska zmes je po 8 h pri temperaturi 0 °C 
postala bistra, saj je bila dosežena popolna konverzija NCA monomera. Popolno porabo NCA 
monomera in pretvorbo hidroksilnih skupin iniciatorja v esterske vezi smo spremljali z 1H 
NMR spektroskopijo. Reakcijsko zmes smo oborili z mrzlim dietil etrom, produkt izolirali s 
centrifugiranjem (8000 rpm, 1 min) in ga sušili pod vakuumom 24 h. Izkoristek: 60%. 
 
Zgoraj je natančno opisan sintezni postopek za pripravo PBLA v optimalnih pogojih (CHCl3, 
0 °C, monomer/iniciator/TU-S* = 20/1/3), v ostalih primerih pa je bilo uporabljeno bodisi 
drugo topilo (DCM), temperatura (25 °C), molsko razmerje monomer/iniciator/katalizator, 
monomer (BLG NCA), iniciator (DMEA) in/ali katalizator (TU-S). 




4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1. ROP NCA Z UPORABO HIDROKSILNIH SKUPIN ZA INICIACIJO 
V raziskovalnem delu predstavljam nov in učinkovit sintezni pristop za pripravo dobro 
definiranih polipeptidov in polipeptidnih hibridnih blok kopolimerov z uporabo nizko 
molekularnih alkoholov oziroma hidroksi-terminiranih polimerov kot (makro)iniciatorjev za 
nadzorovano ROP NCA (Slika 57). Problem počasne iniciacije hidroksilne skupine smo rešili z 
uporabo kislega katalizatorja (MSA), ki učinkovito katalizira odpiranje NCA obroča s 
hidroksilno skupino, hkrati pa protonira nastale aminske skupine ter tako preprečuje 
nadaljnjo rast verig. Na ta način smo ločili počasno iniciacijo od hitre propagacije, saj takšna 
kombinacija vodi do slabo definiranih produktov. Iniciacijo in propagacijo smo izvedli 
zaporedno v enem koraku. Šele po končani iniciaciji, smo rast verig sprožili nadzorovano z 
dodatkom baze (EDIPA), ki deprotonira nastale amonijeve skupine do aminskih, preko 
katerih poteka nadaljnja rast verig. Metodo smo uspešno uporabili za sintezo dobro 
definiranih homopolipeptidov z uporabo alkoholov kot iniciatorjev, kakor tudi za sintezo 
polipeptidnih hibridnih blok kopolimerov z uporabo hidroksi-terminiranih makroiniciatorjev 
[205]. Poleg tega smo uspešno združili ROP cikličnih estrov in karbonatov, katalizirano s 
sulfonsko kislino kot organokatalizatorjem, in naš sintezni pristop za ROP NCA, iniciiran s 
hidroksilno skupino. Na ta način smo sintetizirali poliester-b-polipeptid in polikarbonat-b-
polipeptid hibridne blok kopolimere v enem koraku [206]. Kasneje smo metodo uporabili 
tudi za ROP N-substituiranih NCA (N-NCA), katerih glavni predstavnik je sarkozin NCA (Sar 
NCA). Tako smo sintetizirali polipeptoide z uporabo alkoholov kot iniciatorjev. V 
nadaljevanju smo sintetizirali amfifilne blok kopolimere, sestavljene iz polisarkozina (PSar) 
kot hidrofilnega bloka in poli(propilen glikola) (PPG), poli(ε-kaprolaktona) (PCL) ali 
poli(trimetilen karbonata) (PTMC) kot predstavnike hidrofobnih blokov. 
 
Slika 57: Splošna reakcijska shema ROP NCA z uporabo hidroksilne skupine za iniciacijo.  




4.1.1. Sinteza homopolipeptidov 
BLG NCA in BLA NCA smo sintetizirali s ciklizacijo ustrezno zaščitene α-aminokisline s 
trifosgenom. Reakcija je bila končana, ko je reakcijska zmes postala bistra, saj je nastali NCA 
topen v THF, za razliko od izhodne α-aminokisline. Čistost NCA je, zaradi njihove visoke 
reaktivnosti, izjemno pomembna za sintezo dobro definiranih sintetičnih polipeptidov, saj se 
na ta način izognemo številnim stranskim reakcijam. Pri sintezi BLG NCA in BLA NCA je bila 
za doseganje dovolj visoke stopnje čistosti potrebna večkratna prekristalizacija. S trikratno 
prekristalizacijo iz zmesi THF/n-heksan smo dobili čista bela kristalinična NCA monomera, ki 
smo ju okarakterizirali z NMR spektroskopijo (Sliki 58 in 59). 
 
Slika 58: 1H NMR spekter BLG NCA. 
 





Slika 59: 13C NMR spekter BLG NCA. 
 
V 1H NMR spektrih NCA monomerov signal pri kemijskem premiku 9,0 ppm pripada 
protonu, ki je vezan na dušik (Sliki 58 in 61). Aromatski protoni benzilne zaščitne skupine 
BLG NCA so pri 7,4 ppm, medtem ko je signal, ki pripada metilenski skupini (-CH2-) benzilne 
zaščitne skupine pri 5,1 ppm. Signal, ki pripada protonu NCA obroča ima kemijski premik 
med 4,5 in 4,7 ppm, odvisno od vrste NCA. V območju med δ 2,0 in 3,0 ppm se nahajajo 
signali protonov stranskih verig različnih NCA. 13C NMR in 1H-13C HSQC (ang. heteronuclear 
single-quantum correlation) 2D NMR spektra BLG NCA sta prikazana na Slikah 59 in 60. 1H-
13C HSQC 2D NMR spekter kaže heteronuklearno enojno-kvantno korelacijo kemijskih 
premikov med neposredno vezanimi 1H in 13C jedri, na podlagi katerega smo lažje asignirali 
signale v 13C NMR spektru BLG NCA (Slika 59). 





Slika 60: 1H-13C HSQC 2D NMR spekter BLG NCA. 
 
 
Slika 61: 1H NMR spekter BLA NCA. 
 
Poleg 1H NMR analize BLA NCA (Slika 61), ki je potrdila predvideno strukturo in čistost, smo z 
DSC določili tudi temperaturo tališča (Tm), ki se nahaja med 126-128 °C. 
 
 




Za potrditev hipoteze raziskovalnega dela, sem najprej raziskala možnost sinteze dobro 
definiranih homopolipeptidov z uporabo nizkomolekularnih alkoholov kot iniciatorjev za 
ROP NCA. Kot iniciator sem izbrala 3-fenilpropan-1-ol (PPA), saj omogoča enostavno 
sledenje iniciacije z 1H NMR spektroskopijo. Opazovala sem namreč zmanjševanje 
intenzitete tripletnega signala pri δ 3,44 ppm, ki pripada metilenski skupini ob hidroksilni 
skupini (R-CH2-OH) PPA in naraščanje intenzitete signala, ki pripada metilenski skupini ob 
nastali esterski vezi (R-CH2-OCO-R) kot posledica odprtja prvega NCA obroča. V kolikor bi 
želeli pripraviti homopolipeptide s funkcionalno končno skupino, bi lahko uporabili tudi 
druge alkohole. Najpogosteje uporabljeni NCA za sintezo polipeptidov je BLG NCA, ki smo ga 
uporabili kot osnovni NCA za ROP iniciirano s hidroksilno skupino. 
 
Za iniciacijo smo testirali več kislin, med katerimi se je metansulfonska kislina (MSA) 
izkazala kot najučinkovitejša. Z drugimi kislinami, kot so HCl/Et2O, difenil fosfat (DPP) in 
trifluorocetna kislina, smo dosegli nižjo konverzijo hidroksilnih skupin v esterske vezi v 
reakcijskem času primerljivem z MSA. Po drugi strani je bila trifluorometansulfonska kislina 
zelo učinkovit katalizator za iniciacijo, saj je bila le-ta končana v nekaj urah, vendar je 
istočasno potekla tudi odščita benzilne zaščitne skupine, ki je neželena stranska reakcija. Pri 
iniciaciji je torej opaziti razliko med močnimi in šibkimi kislinami, hitrost in učinkovitost 
iniciacije pa je najverjetneje povezana tudi s strukturo samega katalizatorja. 
 
Razmerje med kislino in iniciatorjem je zelo pomembno za nadzorovano ROP NCA. Ker se 
kislina med iniciacijo porablja za protonacijo nastalih aminskih skupin, molski ekvivalent 
kisline glede na iniciator ni zadostoval za popolno konverzijo hidroksilnih skupin v estrske 
vezi. Ugotovili smo, da je najučinkovitejše razmerje trije molski ekvivalenti kisline glede na 
iniciator (iniciator/MSA = 1/3). Večja količina dodane kisline ni bistveno povečala hitrosti 
iniciacije, ampak je privedla le do večjega obsega stranskih reakcij, kot sta odščita benzilne 









Topilo ima prav tako zelo pomembno vlogo v fazi iniciacije. V DMF, ki ga običajno 
uporabljamo za sintezo polipeptidov, kakor tudi v THF, iniciacija ni potekala, kar je 
najverjetneje posledica močne interakcije topila s kislim katalizatorjem. Po drugi strani so se 
klorirana topila, ki se tudi uporabljajo za ROP NCA [140-141,202], izkazala za veliko boljšo 
izbiro. V kloroformu pri temperaturi 40 °C smo v prisotnosti 3 ekvivalentov MSA glede na 
iniciator dosegli popolno konverzijo hidroksilnih skupin v esterske vezi v 24 h, kot je razvidno 
iz 1H NMR spektrov reakcijskih alikvotov, posnetih ob različnih časih iniciacije BLG NCA s 
PPA. 1H NMR spektri kažejo naraščajočo konverzijo R-CH2-OH skupin (3,44 ppm) v R-CH2-
OCO-R esterske vezi (4,17 ppm) (Slika 62). 
 
Slika 62: Povečani 1H NMR spektri reakcijskih alikvotov, posneti ob različnih časih iniciacije 
BLG NCA s PPA. Spektri kažejo naraščajočo konverzijo R-CH2-OH skupin (3,44 ppm) v R-CH2-
OCO-R esterske vezi (4,17 ppm) (vzorec B v Tabeli 1). 
 
Dodatek kisline igra ključno vlogo v koraku iniciacije s hidroksilno skupino. Da bi to potrdili, 
smo za primerjavo izvedli kontrolni eksperiment v odsotnosti kisline pod enakimi 
reakcijskimi pogoji. Izkazalo se je, da iniciacija z alkoholom po 24 h ne poteče, kar je razvidno 
iz odsotnosti signala za estersko skupino v 1H NMR spektru. Ko smo nato v isto reakcijsko 
mešanico dodali 3 ekvivalente MSA glede na iniciator, je iniciacija do popolne konverzije 
potekla v 24 h. Ti rezultati kažejo, da ima MSA ključno vlogo v koraku iniciacije. MSA 
najverjetneje katalizira odpiranje obroča NCA z aktivacijo 5C karbonila, podobno kot je to v 
primeru kislinsko katalizirane polimerizacije laktonov [27-28,36-37], kjer je aktivirana 
karbonilna skupina monomera. 




Po končani iniciaciji smo reakcijsko zmes ohladili na 0 °C, nato pa nadzorovano sprožili rast 
verig z dodatkom EDIPA baze, ki amonijeve skupine z deprotonacijo pretvori v proste 
aminske skupine (Slika 63). 
 
Slika 63: Reakcijska shema propagacije BLG NCA, ki smo jo sprožili z dodatkom EDIPA baze. 
 
Vacogne in Schlaad [98] sta poročala, da je možno rast verig oziroma ROP NCA prekiniti in 
nato nadaljevati z dodatkom HCl oziroma trietilamina. Porabo NCA med propagacijo smo 
spremljali z 1H NMR spektroskopijo. Ugotovili smo, da je hitrost propagacije močno odvisna 
od molskega razmerja med kislino in bazo. Primerno razmerje iniciator/kislina/baza je 
1/3/2,5. V primeru, ko smo v reakcijsko mešanico dodali manj baze, smo opazili znatno 
zmanjšanje hitrosti polimerizacije, medtem ko je večja količina dodane baze povzročila 
nekontrolirano ROP in posledično nastanek slabo definiranih produktov. Propagacija BLG 
NCA je bila končana v 24 h. Produkte smo nato izolirali z obarjanjem z ledeno mrzlim dietil 
etrom in centrifugiranjem. Očistili smo jih z raztapljanjem v DMF in naknadnim obarjanjem z 
deionizirano vodo. Po večkratnem spiranju z vodo in sušenju, smo uspešno odstranili MSA in 
EDIPA, kar je razvidno iz 1H NMR spektrov homopolipeptidov (Slika 64). 
 
Slika 64: 1H NMR spekter PBLG s 25 ponavljajočimi enotami (vzorec B v Tabeli 1). 




Povprečja molskih mas in porazdelitev molskih mas izoliranih PBLG homopolipeptidov smo 
določili s SEC-MALS (Slika 65). Rezultati SEC-MALS analiz PBLG z različnima dolžinama 
polipeptidnih verig (vzorca B in D v Tabeli 1) kažejo enomodalni porazdelitvi molskih mas, 
vendar le-ti nista simetrični, ampak kažeta rep na nizko-molekularni strani porazdelitev, 
zaradi česar so imeli PBLG vzorci višjo disperznost kot je pričakovana za kontrolirano ROP. 
 
Slika 65: SEC-MALS kromatograma PBLG; vzorec B (rdeč) in vzorec D (črn). Zvezni krivulji: 
odziva RI detektorja, prekinjeni krivulji: odziva LS detektorja pri kotu 90°. Krivulji, označeni s 
kvadrati kažeta molsko maso kot funkcijo elucijskega volumna. Povprečja molskih mas in 
disperznost PBLG homopolimerov so podane v Tabeli 1. 
 
Tabela 1: Eksperimentalni parametri in izkoristki reakcij za ROP BLA NCA in BLG NCA ter 
molekulske karakteristike sintetiziranih reakcijskih produktov. 








A BLA PPA 25 : 1 5,3 4,9 4,0 1,17 90 
B BLG PPA 25 : 1 5,6 5,3 5,1 1,38 75 
C BLA PPA 40 : 1 8,3 7,2 6,5 1,07 80 








Da bi pridobili podrobnejše informacije o strukturi PBLG homopolimerov, smo izvedli 
MALDI-TOF masno spektroskopijo, s katero pridobimo podatke o vrsti končnih skupin 
homopolipeptidov. Na podlagi MALDI-TOF MS rezultatov lahko sklepamo na potek 
polimerizacije oziroma na vrsto udeleženih stranskih reakcij, ki vodijo do odklonov od 
idealne ROP in posledično do slabše definiranih produktov. 
 
Slika 66: MALDI-TOF masni spekter in povečano območje masnega spektra z označenimi 
izmerjenimi monoizotopnimi signali PBLG homopolipeptida (vzorec B v Tabeli 1), 
pripravljenega z ROP BLA NCA, iniciirano s PPA. Prikazani sta tudi predlagani PBLG strukturi 
in njuni izračunani teoretični masi ob predpostavki, da sta ionizirani z natrijevimi ioni 
[M+Na]+. 
 
MALDI-TOF masni spekter PBLG s teoretično 25 ponavljajočimi enotami (Slika 66) kaže dve 
glavni porazdelitvi vrhov. Molekulske mase signalov kažejo, da sta bili obe porazdelitvi 
iniciirani z alkoholom, pri čemer set signalov višje intenzitete kaže, da se del verig konča z 
želeno aminsko skupino, medtem ko set signalov manjše intenzitete kaže polipeptidne 
verige, ki se končajo s piroglutamatno enoto. Piroglutamatna končna skupina nastane z 
intramolekularno ciklizacijo preko reakcije končne aminske skupine z benzilnim estrom 
stranske verige (Slika 67). Ta stranska reakcija je pogosto opažena pri polimerizaciji BLG NCA 
pri višjih temperaturah v DMF topilu [92]. V našem primeru z ohlajanjem reakcijske zmesi na 
temperaturo 0 °C pred dodatkom baze, nismo popolnoma preprečili omenjene stranske 
reakcije. Ti rezultati kažejo, da je intramolekularna ciklizacija do piroglutamata odvisna ne le 
od temperature, ampak tudi od uporabljenega topila in/ali prisotnosti MSA/EDIPA. Nastanek 
piroglutamata preprečuje nadaljnjo rast polipeptidnih verig, poleg tega pa lahko sproščeni 
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benzilni alkohol prav tako deluje kot iniciator, česar posledica so širše porazdelitve molskih 
mas PBLG homopolipeptidov (Slika 65), kar se odraža v višjih disperznostih (vzorca B in D v 
Tabeli 1) kot je to v primerih, ko ta stranska reakcija ne poteče. Da bi potrdili ustreznost 
naše metode polimerizacije, smo namesto BLG NCA polimerizirali BLA NCA, pri katerem je 
stranska reakcija intramolekularne ciklizacije manj verjetna. Manjše število C-atomov v 
stranski verigi bi namreč vodilo do nastanka bolj napetega štiričlenskega obroča (Slika 67). 
 
Slika 67: Stranska reakcija intramolekularne ciklizacije pri ROP a) BLG in b) BLA NCA. 
 
V nasprotju z BLA NCA, je PBLA v kloroformu dobro topen, zaradi česar postane reakcijska 
zmes tekom polimerizacije popolnoma bistra. Sintezni pristop z dodatkom baze pri 
temperaturi 0 °C v koraku propagacije verig je uspešen tako za BLG kot tudi za BLA NCA. Ker 
je bila konverzija BLA NCA monomera po 24 h le 40%, smo produkte izolirali po 2 dneh, ko je 
bila dosežena popolna konverzija. Počasnejša polimerizacija BLA NCA v primerjavi z BLG NCA 
je najverjetneje posledica razlik v topnosti monomerov. Z namenom izboljšanja topnosti BLA 
NCA monomera v reakcijski zmesi in tako hitrosti propagacije, smo v reakcijsko zmes tik 
pred dodatkom baze dodali DMF kot polarno organsko topilo. Na ta način smo dosegli 
popolno konverzijo BLA NCA, vendar je reakcija trajala dlje časa kot v primeru, ko smo kot 
topilo uporabili le kloroform. Ker Kataokova skupina [47] pogosto uporablja DCM kot topilo 
za sintezo PBLA, smo raziskali tudi uporabo DCM za ROP BLA NCA. Topnost BLA NCA v DCM 
je vsekakor boljša kot v kloroformu, saj je bil v uporabljenih pogojih BLA NCA popolnoma 
raztopljen, vendar pa je bila hitrost iniciacije kljub temu bistveno počasnejša kot v 
kloroformu. Zaradi nižjega vrelišča DCM (Tv = 39,6 °C) v primerjavi s kloroformom 
(Tv = 61,2 °C), smo morali ustrezno zmanjšati tudi reakcijsko temperaturo, in sicer na 30 °C. 
Obseg iniciacije BLA NCA v DCM je bil po 24 h le 65%, medtem ko je bil v primeru BLG NCA 




90%. Ti rezultati kažejo, da je za korak iniciacije boljše topilo kloroform kot DCM, saj smo v 
kloroformu v 24 h dosegli popolno iniciacijo kljub slabi topnosti BLA NCA v tem topilu. 
 
1H NMR spektri PBLA homopolipeptidov nedvoumno kažejo, da so verige iniciirane z 
alkoholom, saj je v spektrih na kemijskem premiku 3,9 ppm jasno razviden signal (g), ki 
pripada metilenski skupini ob esterski vezi, nastali po iniciaciji BLA NCA s hidroksilno skupino 
(Slika 68). Ta signal je razviden predvsem pri polipeptidih z dovolj nizko molsko maso 
(10 kDa), kjer so končne skupine polipeptidnih verig dobro vidne. 
 
Slika 68: 1H NMR spekter PBLA s 25 ponavljajočimi enotami (vzorec A v Tabeli 1). 
 
MALDI-TOF masni spekter PBLA s povprečno teoretično dolžino verig 25 ponavljajočih enot 
(Slika 69) kaže, da je glavni produkt BLA NCA polimerizacije z uporabo PPA kot iniciatorja 
želeni polipeptid, ki je na enem koncu verige preko esterske vezi terminiran z iniciatorjem, 
na drugem koncu verige pa ima primarno aminsko skupino, kar kaže na nadzorovano ROP in 
odsotnost ciklizacije končne skupine. Dodatni seti signalov nižjih intenzitet so povezani z 
iniciacijo z vodo in/ali hidrolizo esterske vezi ob iniciatorju ali odščito benzilnih zaščitnih 
skupin, pri čemer se sprosti benzilni alkohol, ki prav tako lahko deluje kot iniciator. Rezultati 
tako med drugim potrjujejo tudi pomembnost izvedbe polimerizacije v brezvodnih pogojih, 
ki so običajno potrebni za nadzorovano ROP NCA [66,85,88,92]. 





Slika 69: MALDI-TOF masni spekter in povečano območje masnega spektra z označenimi 
izmerjenimi monoizotopnimi signali PBLA homopolipeptida (vzorec A v Tabeli 1), 
pripravljenega z ROP BLA NCA, iniciirano s PPA. Prikazane so tudi predlagane PBLA strukture 
in njihove izračunane teoretične mase ob predpostavki, da so ionizirane z natrijevimi ioni 
[M+Na]+. 
 
SEC-MALS analize PBLA v nasprotju s PBLG homopolipeptidi kažejo simetrično, enomodalno 
porazdelitev molskih mas (Slika 70). Številčna povprečja molskih mas (Mn) PBLA se dobro 
ujemajo z njihovimi teoretičnimi vrednostmi, medtem ko se ozke porazdelitve molskih mas 
homopolipeptidov odražajo v nizkih disperznostih (Tabela 1). Disperznosti molskih mas PBLA 
so tako nižje kot v primeru PBLG homopolipeptidov (Tabela 1). 
 
Slika 70: SEC-MALS kromatograma PBLA; vzorec A (rdeč) in vzorec C (črn). Zvezni krivulji: 
odziva RI detektorja, prekinjeni krivulji: odziva LS detektorja pri kotu 90°. Krivulji, označeni s 
kvadrati kažeta molsko maso kot funkcijo elucijskega volumna. Povprečja molskih mas in 
disperznost PBLA homopolimerov so podane v Tabeli 1. 




V primeru PBLG nastanek piroglutamata prepreči nadaljnjo rast verig, kar predstavlja težavo 
pri doseganju visokih molskih mas. Nasprotno, so PBLA polipeptidne verige tekom 
polimerizacije ves čas terminirane s primarno aminsko skupino, ki tako omogoča sintezo 
PBLA višjih molskih mas. Priprava polipeptidov visokih molskih mas je torej možna dokler so 
izpolnjeni ustrezni pogoji za nadzorovano polimerizacijo NCA z NAM mehanizmom, zlasti kar 
se tiče čistosti reagentov. Da bi potrdili vse lastnosti žive polimerizacije BLA NCA in s tem 
dokazali uporabnost nove metode za sintezo dobro definiranih produktov, smo izvedli 
eksperimente podaljševanja verige. V ta namen smo zaporedno dodajali alikvote BLA NCA 
monomera k reakcijski zmesi. Posamezni alikvot BLA NCA smo dodali vsakokrat po popolni 
porabi predhodno dodanega monomera. Porabo NCA smo spremljali z 1H NMR 
spektroskopijo, povečanje molske mase PBLA pa s SEC-MALS analizo alikvotov, odvzetih iz 
reakcijske zmesi po vsaki porabi dodanega BLA NCA alikvota oziroma pred vsakim 
naslednjim dodatkom monomera (Slika 71). 
 
Slika 71: SEC-MALS kromatogrami PBLA homopolipeptidov, pripravljenih z eksperimentom 
podaljševanja verige. Mw polipeptida ob vsakem porabljenem alikvotu dodanega NCA 
monomera je prikazan nad samim vrhom v kromatogramih. Zvezne krivulje: odzivi RI 
detektorja, prekinjene krivulje: odzivi LS detektorja pri kotu 90°. 
  




4.1.2. Sinteza polipeptidnih hibridnih blok kopolimerov z uporabo 
makroiniciatorja 
Podobni eksperimentalni pogoji za iniciacijo (razmerje makroiniciator/MSA = 1/3, CHCl3, 
40 °C) so bili optimalni tudi za pripravo polipeptidnih hibridnih blok kopolimerov z uporabo 
hidroksi-terminiranega PEG ali hidroksi-terminiranega PS kot makroiniciatorja. V primeru 
PEG-iniciirane ROP BLA NCA (vzorec E, Tabela 2) z 1H NMR spektroskopijo, zaradi prekrivanja 
vrhov, nismo mogli spremljati iniciacije, lahko pa smo jo enostavno sledili z MALDI-TOF MS 
(Slika 72). 
 
Slika 72: MALDI-TOF masna spektra reakcijskih alikvotov, posneta po 8 h in 48 h iniciacije 
BLA NCA s hidroksi-terminiranim PEG makroiniciatorjem. Izmerjeni monoizotopni signali so 
označeni na povečanih območjih masnih spektrov, skupaj z izračunanimi teoretičnimi 
masami predlaganih struktur ob predpostavki, da so zvrsti ionizirane z natrijevimi ioni (v 
oklepajih). 
 
MALDI-TOF masni spekter reakcijskega alikvota (Slika 72) po 8 h iniciacije še vedno kaže 
nezreagiran PEG makroiniciator, medtem ko so hidroksilne skupine makroiniciatorja po 48 h 
popolnoma reagirale z NCA. Slednji masni spekter kaže poleg pričakovane porazdelitve 
vrhov, ki pripadajo PEG makromolekulam s terminalno vezano BLA enoto, še dodatno 
porazdelitev vrhov veliko manjše intenzitete, ki pripada PEG makroiniciatorju z dvema 
vezanima BLA ponavljajočima enotama. Ti rezultati potrjujejo, da je propagacija oziroma rast 
polimernih verig v kloroformu pri 40 °C uspešno ustavljena z MSA, kar so opazili tudi pri 




reakciji NCA s hidrokloridnimi solmi aminov, hidroksilaminov in O-alkilhidroksilaminov, kjer 
se je reakcija končala po prvem koraku acetiliranja [95-96]. Podoben samo-nadzorovan 
način iniciacije so opazili tudi v primeru uporabe karboksilnih kislin kot iniciatorjev v 
kombinaciji s fosfazensko superbazo pri ROP epoksidov [209]. 
 
V nasprotju literatura navaja, da so hidrokloridne soli primarnih aminov dobri iniciatorji za 
nadzorovano ROP NCA v topilu DMF pri povišani temperaturi, pri kateri sol lahko disociira. 
Na ta način so se namreč izognili AMM mehanizmu polimerizacije [94,97]. Najverjetnejša 
razlaga za odsotnost propagacije v kloroformu v kislih pogojih in pri temperaturi 40 °C je 
stabilnost amonijeve metansulfonatne soli, ki težje disociira kot amonijeve kloridne soli v 
DMF pri 40 °C. Poleg tega je v našem primeru ravnotežje disociacije soli pomaknjeno v smeri 
nastajanja soli, kot posledica uporabe presežka kisline v reakcijski zmesi 
(makroiniciator/MSA = 1/3). 
 
Tabela 2: Eksperimentalni parametri in izkoristki ROP BLA NCA in BLG NCA, iniciiranih s 
hidroksi-terminiranim PEG oziroma PS ter karakteristike molskih mas reakcijskih produktov. 






E BLA PEG-OH 40 : 1 10,2 7,65 1,15 80 
G BLG PEG-OH 40 : 1 10,7 11,4 1,60 75 
F BLA PS-OH 40 : 1 10,4 8,5 1,08 85 
H BLG PS-OH 40 : 1 11,2 10,3 1,50 80 
 
Po 24 h propagacije (razmerje makroiniciator/MSA/EDIPA = 1/3/2,5, CHCl3, 0 °C) smo izolirali 
PEG-b-PBLA blok kopolimer z obarjanjem produkta v dietil eter. Rezultati SEC-MALS analiz 
(Slika 73) kažejo manjši elucijski volumen PEG-b-PBLA blok kopolimera v primerjavi z 
izhodnim hidroksi-terminiranim PEG makroiniciatorjem in tako višja povprečja molskih mas 
dobljenega kopolimera. Porazdelitev molskih mas PEG-b-PBLA je enomodalna in simetrična. 
Številčno povprečje molske mase (Mn) PEG-b-PBLA je primerljivo teoretični vrednosti, ozka 
porazdelitev molskih mas pa se odraža v nizki disperznosti (Tabela 2). 





Slika 73: SEC-MALS kromatogram PEG-b-PBLA blok kopolimera (črni krivulji; vzorec E v 
Tabeli 2) skupaj s SEC-MALS kromatogramom izhodnega PEG-OH makroiniciatorja (rdeči 
krivulji). Zvezni krivulji: odziva RI detektorja, prekinjeni krivulji: odziva LS detektorja pri kotu 
90°. Krivulji, označeni s kvadrati kažeta molsko maso kot funkcijo elucijskega volumna. 
 
SEC-MALS in 1H NMR rezultati (Sliki 73 in 74) potrjujejo prisotnost obeh blokov v PEG-b-PBLA 
blok kopolimeru, kar kaže na učinkovitost izbranega sinteznega pristopa ob uporabi 
hidroksi-terminiranih makroiniciatorjev in sicer ne le za pripravo dotičnega blok kopolimera, 
ampak tudi za pripravo drugih polipeptidnih hibridnih blok kopolimerov. 
 
 
Slika 74: 1H NMR spekter PEG-b-PBLA blok kopolimera (vzorec E v Tabeli 2). 
 




V primeru uporabe hidroksi-terminiranega PS kot makroiniciatorja iniciacije nismo mogli 
zasledovati z MALDI-TOF MS, ker se izotopski vrhovi glavnih porazdelitev v masnih spektrih 
PS pred in po iniciaciji BLA NCA prekrivajo, saj gre za razliko v masah sosednjih signalov le za 
-3 Da. V optimalnih eksperimentalnih pogojih je za iniciacijo zadostovalo 24 h, zato smo 
naslednji dan z dodatkom baze sprožili rast verig. Po 24 h smo produkt izolirali z obarjanjem 
z dietil etrom. Produkt smo nato očistili z obarjanjem iz DMF z vodo ter ga okarakterizirali s 
SEC-MALS in 1H NMR. Rezultati SEC-MALS analize PS-b-PBLA blok kopolimera (Slika 75) so 
pokazali enomodalno porazdelitev molskih mas. SEC krivulja PS-b-PBLA je pomaknjena k 
manjšim elucijskim volumnom v primerjavi s SEC krivuljo izhodnega PS makroiniciatorja, kar 
kaže na višja povprečja molskih mas sintetiziranega hibridnega blok kopolimera. Ozka 
porazdelitev molskih mas blok kopolimera se odraža v nizki disperznosti (Tabela 2). Iz 
simetrične oblike SEC krivulje PS-b-PBLA blok kopolimera sklepamo, da je bila iniciacija 
uspešna, saj bi v nasprotnem primeru opazili rep na nizkomolekularni strani porazdelitve 
molskih mas PS-b-PBLA, kot posledica prisotnosti nezreagiranega PS makroiniciatorja. 1H 
NMR spekter PS-b-PBLA kaže značilne signale obeh blokov kopolimera, kar prav tako 
potrjuje uspešno sintezo hibridnega kopolimera (Slika 76). 
 
Slika 75: SEC-MALS kromatogram PS-b-PBLA blok kopolimera (črni krivulji; vzorec F v 
Tabeli 2) skupaj s SEC-MALS kromatogramom izhodnega PS-OH makroiniciatorja (rdeči 
krivulji). Zvezni krivulji: odziva RI detektorja, prekinjeni krivulji: odziva LS detektorja pri kotu 
90°. Krivulji, označeni s kvadrati kažeta molsko maso kot funkcijo elucijskega volumna. 
 
 





Slika 76: 1H NMR spekter PS-b-PBLA blok kopolimera (vzorec F v Tabeli 2). 
 
Podobno težavo s spremljanjem poteka iniciacije z MALDI-TOF MS smo imeli tudi v primeru 
sinteze PEG-b-PBLG blok kopolimera ob uporabi hidroksi-terminiranega PEG kot 
makroiniciatorja. Razlika v masah med vrhovi glavnih porazdelitev v masnih spektrih PEG 
makroiniciatorja pred in po iniciaciji BLG NCA je -1 Da, kar vodi do močno prekrivajočih se 
izotopskih vzorcev. Na podlagi izkušenj, ki smo jih pridobili z ROP BLA NCA s PEG 
makroiniciatorjem, smo reakcijsko zmes v času iniciacije pustili mešati 48 h. Nato smo z 
dodatkom baze pri temperaturi 0 °C sprožili rast verig. Po 24 h smo nastali PEG-b-PBLG blok 
kopolimer izolirali z obarjanjem z dietil etrom. Rezultati SEC-MALS analize PEG-b-PBLG blok 
kopolimera (Slika 77) so pokazali nesimetrično porazdelitev molskih mas, tako kot v primeru 
PBLG homopolipeptida. Nizkomolekularni rep je v obeh primerih posledica stranske reakcije 
nastanka piroglutamatne končne skupine in terminacije polipeptidnih verig. Zaradi 
posledično sproščenega benzil alkohola, le-ta verjetno iniciira tudi nastanek PBLG 
homopolieptida. SEC krivulja PEG-b-PBLG blok kopolimera se pomakne k manjšim elucijskim 
volumnom v primerjavi s SEC krivuljo PEG makroiniciatorja, kar kaže na višja povprečja 
molskih mas hibridnega blok kopolimera, kar posledično sicer dokazuje uspešno iniciacijo in 
propagacijo. Širša porazdelitev molskih mas se odraža v višji disperznosti molskih mas 
(Tabela 2). Prisotnost obeh blokov v kopolimeru smo tudi v tem primeru potrdili z 1H NMR. 





Slika 77: SEC-MALS kromatogram PEG-b-PBLG blok kopolimera (črni krivulji; vzorec G v 
Tabeli 2) skupaj s SEC-MALS kromatogramom izhodnega PEG-OH makroiniciatorja (zeleni 
krivulji). Zvezni krivulji: odziva RI detektorja, prekinjeni krivulji: odziva LS detektorja pri kotu 
90°. Krivulji, označeni s kvadrati kažeta molsko maso kot funkcijo elucijskega volumna. 
 
V primeru sinteze PS-b-PBLG blok kopolimera z uporabo hidroksi-terminiranega PS kot 
makroiniciatorja je bila popolna iniciacija dosežena v 24 h, kot je razvidno iz MALDI-TOF MS 
(Slika 78). Po končani iniciaciji smo z dodatkom baze pri temperaturi 0 °C sprožili propagacijo 
oziroma rast polipeptidnih verig. Po 24 h smo produkt izolirali z obarjanjem z dietil etrom in 
ga očistili s ponovnim obarjanjem iz DMF z vodo. 
 
Slika 78: MALDI-TOF masna spektra reakcijskih alikvotov, ki smo jih posneli na začetku (0 h) 
in po končani (24 h) iniciaciji BLG NCA s hidroksi-terminiranim PS makroiniciatorjem. 
Izmerjeni monoizotopni signali so označeni na povečanih območjih masnih spektrov, skupaj 
z izračunanimi teoretičnimi masami predlaganih struktur ob predpostavki, da so zvrsti 
ionizirane z natrijevimi ioni. 




Rezultati SEC-MALS analize PS-b-PBLG blok kopolimera (Slika 79) so pokazali enomodalno 
porazdelitev molskih mas, 1H NMR pa je dodatno potrdil prisotnost obeh blokov znotraj 
kopolimera. Nekoliko širša porazdelitev molskih mas se odraža v višji disperznosti kot je to v 
primeru hibridnih kopolimerov na osnovi PBLA in je v skladu z ROP BLG NCA, kjer se ni 
mogoče izogniti stranski reakciji nastanka piroglutamatne končne skupine. 
 
Slika 79: SEC-MALS kromatogram PS-b-PBLG blok kopolimera (črni krivulji; vzorec H v 
Tabeli 2) skupaj s SEC-MALS kromatogramom PS-OH makroiniciatorja (modri krivulji). Zvezni 
krivulji: odziva RI detektorja, prekinjeni krivulji: odziva LS detektorja pri kotu 90°. Krivulji, 
označeni s kvadrati kažeta molsko maso kot funkcijo elucijskega volumna. 
 
S predlagano sintezno metodo smo dokazali, da lahko hidroksilno skupino v kombinaciji s 
kislim katalizatorjem uspešno uporabimo za iniciacijo in nadzorovano ROP NCA, bodisi za 
pripravo dobro definiranih sintetičnih homopolipeptidov ali polipeptidnih hibridnih blok 
kopolimerov. Ta sintezna metodologija omogoča združitev ROP NCA in ROP drugih 
heterocikličnih monomerov, kot so epoksidi, laktoni in karbonati, pri katerih, za razliko od 
NCA, propagacija poteka preko hidroksilne skupine. Predvidevamo, da predstavljen sintezni 
pristop lahko bistveno olajša pripravo dobro definiranih polipeptidnih hibridnih polimerov. Z 
uporabo te metode se namreč lahko izognemo zamudni funkcionalizaciji končnih skupin 
hidroksi-terminiranih makroiniciatorjev oziroma reakcijam zaščite/odščite v primeru 
uporabe večfunkcionalnih iniciatorjev. Nova sintezna metoda tako odpira možnost 
enostavne priprave polipeptidnih hibridnih polimerov, to je neposredno z zaporedno 
polimerizacijo različnih heterocikličnih monomerov in NCA v enem koraku. 
  




4.1.3. Sinteza polipeptidnih hibridnih blok kopolimerov z zaporedno ROP v enem 
koraku 
Z razvojem nove metode priprave dobro definiranih sintetičnih polipeptidov z uporabo 
hidroksilne skupine za iniciacijo ROP NCA smo ne le razširili nabor možnih iniciatorjev, 
ampak smo s tem omogočili zaporedno ROP različnih cikličnih monomerov in NCA v enem 
koraku. Na ta način smo močno olajšali sintezo polipeptidnih hibridnih blok kopolimerov, saj 
smo se izognili večstopenjski sintezi in tako dodatnim korakom izolacije, čiščenja in 
transformacije končne skupine prvega bloka. 
 
Slika 80: Splošna reakcijska shema za sintezo poliester-b-polipeptid (A) in polikarbonat-b-
polipeptid (B) kopolimerov z zaporedno ROP v enem koraku. 
 
Za pripravo polipeptidnih hibridnih blok kopolimerov z zaporedno polimerizacijo cikličnih 
estrov/karbonatov in NCA v enem koraku smo najprej izvedli ROP cikličnega estra/karbonata 
kot prvega monomera z uporabo PPA kot monofunkcionalnega iniciatorja skupaj s 3 
ekvivalenti MSA glede na iniciator (Slika 80). MSA je namreč tudi učinkoviti 
organokatalizator za ROP CL kot tudi TMC [27-28,36-37]. ROP CL in TMC smo izvedli v 
kloroformu pri temperaturi 40 °C. Po 1 h smo dosegli 97% konverzijo obeh monomerov, kot 
je bilo razvidno iz 1H NMR. Po končani polimerizaciji smo PCL in PTMC homopolimera 
okarakterizirali z 1H NMR, MALDI-TOF MS in SEC-MALS. 
1H NMR (Slika 81) in MALDI-TOF MS (Slika 82 A) potrjujeta pričakovano strukturo PCL 
homopolimera, kar pomeni da so bile PCL verige na eni strani terminirane s PPA, na drugi 
strani pa s hidroksilno končno skupino. Številčno povprečje molske mase (Mn) PCL smo 
ocenili iz 1H NMR spektra vzorca iz razmerja integralov signalov, ki pripadata metilenskim 
skupinam glavne verige (-CH2OCO-) in končnim metilenskim skupinam (-CH2OH) s 
kemijskima premikoma 3,99 ppm (b) oziroma 3,38 ppm (c). Tako določena Mn je znašala 
2,8 kg mol-1, ki je v dobrem ujemanju s teoretično molsko maso PCL, izračunano iz razmerja 




monomer/iniciator v reakcijski zmesi (Tabela 3, vzorec A), kakor tudi z molekulsko maso na 
samem vrhu porazdelitve (Mp = 2,9 kDa) v MALDI-TOF masnem spektru PCL. Porazdelitev 
molskih mas PCL je ozka, kar se odraža v nizki disperznosti molskih mas (1,03), določeni s 
SEC-MALS (Tabela 3). 
 
Slika 81: 1H NMR spekter PCL homopolimera s teoretično molsko maso 3,0 kg mol-1. 
 
Slika 82: MALDI-TOF masna spektra PCL (A) in PTMC (B) homopolimerov, pripravljena z ROP 
CL in TMC. Oba homopolimera sta bila iniciirana s PPA v prisotnosti MSA. Izmerjeni 
monoizotopni signali so označeni na povečanih območjih masnih spektrov, skupaj z 























Tabela 3: Teoretično molsko razmerje med iniciatorjem, cikličnim estrom/karbonatom in 
NCA monomerom, uporabljeno pri zaporedni ROP, izvedeni v enem koraku, skupaj z 
molskimi masami in disperznostjo reakcijskih produktov ter izkoristkom polimerizacij. 














A 1 : 25 : 0 3,0 2,8 3,1 1,03 75 
B 1 : 25 : 25 8,1 8,1 8,1 1,02 78 
C 1 : 25 : 40 11,2 10,6 10,7 1,01 85 
D 1 : 25 : 55 14,3 13,4 13,8 1,02 81 
E 1 : 30 : 0 3,2 2,9 3,1 1,05 85 
F 1 : 30 : 25 8,3 7,8 11,9 1,16 75 
G 1 : 30 : 40 11,4 10,9 14,6 1,13 72 
H 1 : 30 : 55 14,5 14,7 17,9 1,11 62 
I 1 : 30 : 0 3,1 2,8 3,2 1,05 70 
J 1 : 30 : 40 11,3 10,1 11,5 1,10 85 
a [I]0 je PPA (vzorci A-H) oziroma 1,3-propandiol (vzorca I, J). [M1]0 je CL (vzorci A-D) oziroma 
TMC (vzorci E-J). [M2]0 je BLA NCA. 
b Izračunana iz razmerja monomer/iniciator. c Izračunana 
iz intenzitete signalov ponavljajočih enot in končnih skupin homopolimerov oziroma iz 
razmerja ponavljajočih enot posameznega bloka kopolimerov. d Določena s SEC-MALS. e 
Izolirani izkoristki po obarjanju, pri čemer je bila konverzija monomera v vseh primerih 
>99%, kot smo določili iz 1H NMR spektrov reakcijskih zmesi. 
 
MALDI-TOF masni spekter PTMC homopolimera prikazuje poleg pričakovane porazdelitve 
signalov, tipične za PTMC verige iniciirane s PPA, tudi dodatno porazdelitev signalov veliko 
nižje intenzitete, kjer imajo signali približno dvakratno molekulsko maso (Slika 82 B). Ta 
porazdelitev kaže prisotnost dihidroksi-funkcionaliziranega PTMC, ki lahko nastane z 
iniciacijo ROP TMC s sledovi vode ali s polimerizacijo TMC preko ACE polimerizacijskega 
mehanizma (glej Sliko 7) [37]. Odpiranje obroča s kislino aktiviranega TMC monomera lahko 
namreč poteče tudi z nukleofilnim napadom drugega, neaktiviranega TMC monomera. Po 
spontani dekarboksilaciji nastane dvofunkcionalna spojina, ki omogoča rast polimerne 
verige bodisi preko AM ali ACE mehanizma. Nastali polimer ima enako strukturo kot v 
primeru iniciacije polimerizacije z vodo. 
 




Iz 1H NMR spektra PTMC homopolimera smo določili številčno povprečje molske mase 
Mn = 2,9 kg mol
-1 in sicer iz razmerja intenzitete signalov, ki pripadata metilenskim skupinam 
glavne verige in končnim metilenskim skupinam, ki se v spektru nahajata pri kemijskih 
premikih 4,14 ppm (b) oziroma 3,46 ppm (d) (Slika 83). Upoštevali smo tudi vsebnost 
dvofunkcionalnega PTMC homopolimera v vzorcu. Delež slednjega smo ocenili iz razlike med 
intenziteto signala pri 3,46 ppm (d), ki pripada metilenskim skupinam končnih skupin, in 
intenzitezo signala pri 2,64 ppm (e), ki pripada metilenski skupini PPA iniciatorja. Delež 
dvofunkcionalnega PTMC homopolimera v vzorcu tako znaša 5 mol%. 
 
Slika 83: 1H NMR spekter PTMC homopolimera s teoretično molsko maso 3,2 kg mol-1. 
 
Po končani polimerizaciji CL/TMC monomera smo v reakcijsko zmes dodali drugi monomer, 
to je BLA NCA in tako neposredno v reakcijski zmesi izvedli iniciacijo ROP NCA s hidroksil 
terminiranim PCL/PTMC. Popolno konverzijo hidroksilnih skupin PCL/PTMC v esterske vezi 
smo dosegli v kloroformu pri temperaturi 40 °C v 20 h, kot je razvidno iz MALDI-TOF masnih 
spektrov produktov (Slika 84). MALDI-TOF masna spektra, posneta po končani BLA NCA 
iniciaciji, ne kažeta bistvenega širjenja porazdelitev signalov v primerjavi s porazdelitvijo 
signalov odgovarjajočih homopolimerov, kar kaže na odsotnost transesterifikacije oziroma 
transkarbonacije, kot možnih stranskih reakcij v koraku iniciacije. Razlika v masah med 
vrhovi glavnih porazdelitev v masnih spektrih PTMC pred in po končani BLA NCA iniciaciji je 
















+1 Da, masna spektrometrija omogoča sledenje iniciaciji BLA NCA s spremljanjem 
zmanjševanja intenzitete monoizotopnega signala neiniciiranih PTMC verig (Slika 84 B). 
 
 
Slika 84: MALDI-TOF masni spektri reakcijskih alikvotov, ki so bili posneti ob različnih časih 
iniciacije BLA NCA s hidroksi-terminiranim PCL (A) in PTMC (B). Izmerjeni monoizotopni 
signali so označeni na povečanih območjih masnih spektrov, skupaj z izračunanimi 









Po končani iniciaciji smo sprožili propagacijo oziroma rast polimernih verig z dodatkom 
EDIPA baze (2,5 ekvivalenta glede na PPA) v reakcijsko zmes, ki smo jo predhodno ohladili na 
temperaturo 0 °C. EDIPA povzroči deprotonacijo amonijevih skupin, nastale aminske skupine 
pa sprožijo rast verig. Po 24 h je bila dosežena popolna konverzija BLA NCA monomera, kar 
smo določili z 1H NMR. 1H NMR spektra PCL-b-PBLA25 (Slika 85 A) in PTMC-b-PBLA25 











































































Da bi potrdili nadzorovano/živo naravo polimerizacije, smo izvedli eksperimente 
podaljševanja verige. Izvedli smo jih z zaporednim dodajanjem BLA NCA alikvotov v 
reakcijsko zmes, vsakokrat po popolni porabi predhodnega dodatka alikvota NCA 
monomera. Porabo NCA smo spremljali z 1H NMR, medtem ko smo povečanje molske mase 
kopolimera sledili s SEC-MALS analizo alikvotov, vzetih iz reakcijske zmesi pred vsakim 
naslednjim dodatkom NCA. 
 
Rezultati SEC-MALS analiz kažejo enomodalno porazdelitev molskih mas PCL-b-PBLA blok 
kopolimerov. Po vsakem dodatku NCA se je SEC krivulja pomaknila k manjšim elucijskim 
volumnom, kar kaže na podaljšanje polipeptidnega bloka kopolimera oziroma na njegovo 
višjo molsko maso (Slika 86 A, Tabela 3: vzorci B-D). Številčna povprečja molskih mas (Mn) 
blok kopolimerov, določena s SEC-MALS, so v skladu s teoretičnimi vrednostmi, medtem ko 
se ozke porazdelitve molskih mas blok kopolimerov odražajo v nizkih disperznostih. 
Povečevanje molskih mas in ohranjanje nizkih disperznosti PCL-b-PBLA blok kopolimerov, 
sintetiziranih v eksperimentu podaljševanja verige, je dobro razvidno iz grafa, ki prikazuje 
številčno povprečje molske mase in disperznost kopolimerov v odvisnosti od izhodnega 
razmerja med BLA NCA in PCL (Slika 86 B). Eksperimentalno določena številčna povprečja 
molskih mas blok kopolimerov so tudi v skladu z njihovimi teoretičnimi vrednostmi, ki smo 
jih izračunali iz razmerja med monomerom in iniciatorjem v reakcijski zmesi. 
 





Slika 86: SEC-MALS kromatogrami PCL homopolimera (rdeča krivulja) in PCL-b-PBLA25 
(vijolična krivulja), PCL-b-PBLA40 (črna krivulja), PCL-b-PBLA55 (modra krivulja) blok 
kopolimerov. Zvezne krivulje: odzivi RI detektorja, prekinjene krivulje: odzivi LS detektorja 
pri kotu 90°. Krivulje, označene s kvadrati kažejo molsko maso kot funkcijo elucijskega 
volumna (A). Nadzor dolžine verig PBLA oziroma številčna povprečja molskih mas in 
disperznost PCL-b-PBLA kopolimerov kot funkcija razmerja med BLA in CL ([M2]/[M1]) v 
reakcijski zmesi: eksperimentalne vrednosti Mn, določene s SEC-MALS (■ ) in teoretične 
vrednosti molskih mas (□) ter disperznost (Mw/Mn, ▲) (B). 
 
V nasprotju s PCL homopolimerom, je PTMC homopolimer zmes monohidroksil terminiranih 
verig in v majhni količini dihidroksil terminiranih PTMC verig, ki imajo dvakratno molsko 
maso. Zaradi tega SEC krivulje PTMC homopolimera kakor tudi nastalih PTMC-b-PBLA blok 
kopolimerov (Slika 87) iz eksperimentov podaljševanja verige kažejo ramo v območju visokih 
molskih mas porazdelitvenih krivulj. To je predvsem opazno pri kopolimeru z najvišjo ciljano 
molsko maso. Iz istega razloga tudi krivulja, ki predstavlja molsko maso PTMC-b-PBLA55 kot 




funkcijo elucijskega volumna kaže prisotnost dveh populacij različnih molskih mas, ki 
ustrezata A-B diblok in B-A-B triblok kopolimeroma. Posledično so porazdelitve molskih mas 
PTMC-b-PBLA kopolimerov nekoliko širše kot v primeru PCL-b-PBLA kopolimerov, kar je 
razvidno iz višjih disperznosti molskih mas (Tabela 3: vzorci F-H). Kljub temu pa eksperimenti 
podaljševanja verige za obe vrsti blok kopolimerov (PCL-b-PBLA in PTMC-b-PBLA) kažejo 
povečanje molske mase polipeptidnega bloka pri vsakem dodatku NCA monomera, kar 
potrjuje živo polimerizacijo. 
 
Slika 87: SEC-MALS kromatogrami PTMC homopolimera (zelena krivulja) in PTMC-b-PBLA25 
(vijolična krivulja), PTMC-b-PBLA40 (črna krivulja), PTMC-b-PBLA55 (modra krivulja) blok 
kopolimerov. Zvezne krivulje: odzivi RI detektorja, prekinjene krivulje: odzivi LS detektorja 
pri kotu 90°. Krivulje, označene s kvadrati kažejo molsko maso kot funkcijo elucijskega 
volumna (A). 
 
Da bi potrdili učinkovitost opisane metode smo ROP TMC iniciirali, namesto z 
enofunkcionalnim PPA iniciatorjem, z 1,3-propandiolom kot dvofunkcionalnim iniciatorjem z 
namenom, da pripravimo triblok kopolimer. MALDI-TOF masni spekter (Slika 88) prikazuje 
poleg pričakovane porazdelitve signalov tudi dodatno porazdelitev veliko nižje intenzitete, ki 
ustreza verigam, terminiranim z metansulfonilno skupino na enem koncu verige. Prisotnost 
porazdelitve nižje intenzitete je najverjetneje posledica stranske reakcije hidroksilnih 
končnih skupin z MSA nečistočami [210], saj smo dvofunkcionalni PTMC pripravili z večjo 
količino MSA (4 ekvivalente MSA glede na iniciator). 





Slika 88: MALDI-TOF masni spekter dvofunkcionalnega PTMC homopolimera, pripravljenega 
z ROP TMC, ki smo jo iniciirali z 1,3-propandiolom v prisotnosti MSA. Izmerjeni 
monoizotopni signali so označeni na povečanem območju masnega spektra, skupaj z 
izračunanimi teoretičnimi masami ob predpostavki, da so predlagane strukture ionizirane z 
natrijevimi ioni. 
 
Iz 1H NMR spektra dvofunkcionalnega PTMC homopolimera smo določili Mn = 2,8 kg mol
-1 in 
sicer iz razmerja integralov signalov, ki pripadata metilenskim skupinam glavne verige in 




Slika 89: 1H NMR spekter dvofunkcionalnega PTMC homopolimera, pripravljenega z ROP 
TMC, ki smo jo iniciirali z 1,3-propandiolom. 
 
[M+Na]+ = 2853.9 Da
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Po končani polimerizaciji TMC monomera, smo zaporedno izvedli ROP BLA NCA v pogojih, ki 
so bili enaki tistim, uporabljenim za sintezo diblok kopolimerov (Tabela 3: vzorca E in G), le 
da smo dodali 4 ekvivalente MSA glede na 1,3-propandiol, namesto 3 kot je bilo to v primeru 
mono-funkcionalnega iniciatorja. 2 ekvivalenta MSA se namreč porabita za protonacijo 
aminskih skupin, nastalih na vsaki strani dvofunkcionalnega iniciatorja, medtem ko sta 
preostala 2 ekvivalenta MSA potrebna za aktivacijo NCA obročev. Posledično smo po koncu 
iniciacije za propagacijo oziroma rast polimernih verig dodali 3 ekvivalente EDIPA baze glede 
na iniciator. Skoraj popolno iniciacijo NCA z dihidroksil terminiranim PTMC smo dosegli pri 
temperaturi 40 °C v 44 h, kot prikazuje MALDI-TOF MS (Slika 90). V primeru 
dvofunkcionalnega PTMC je razlika v masah med signali glavnih porazdelitev pred in po 
končani BLA NCA iniciaciji +2 Da, ker obe hidroksilni skupini na konceh PTMC verig reagirata 
z eno BLA enoto. 
 
 
Slika 90: MALDI-TOF masna spektra reakcijskih alikvotov, ki smo ju posneli na začetku (0 h) 
in po končani (44 h) iniciaciji BLA NCA s PTMC makroiniciatorjem, ki smo ga pripravili s 
polimerizacijo TMC, iniciirano z dvofunkcionalnim 1,3-propandiolom. Izmerjeni 
monoizotopni signali so označeni na povečanih območjih masnih spektrov, skupaj z 
izračunanimi teoretičnimi masami ob predpostavki, da so predlagane strukture ionizirane z 
natrijevimi ioni. 




Propagacija verig je bila končana po 24 h pri temperaturi 0 °C, kot smo določili iz 1H NMR 
spektrov alikvotov odvzetih iz reakcijske zmesi. 1H NMR spekter izoliranega PBLA20-b-
PTMC30-b-PBLA20 triblok kopolimera (Slika 91) kaže značilne signale polipeptidnega in 
polikarbonatnega bloka kopolimera, kar potrjuje prisotnost obeh blokov v kopolimeru. 
Številčno povprečje molske mase (Mn) triblok kopolimera smo določili iz 
1H NMR spektra 
vzorca iz razmerja integralov signalov, ki pripadata metilenskim skupinam ponavljajoče 
enote PTMC (-CH2-OCO-) in metinskim skupinam ponavljajoče enote PBLA (-CO-CHR-) pri 
kemijskima premikoma 4,14 ppm (e) oziroma 4,63 ppm (d) ob upoštevanju predhodno 
določene molske mase dvofunkcionalnega PTMC. Tako določena Mn je znašala 10,1 kg mol
-1. 
 
Slika 91: 1H NMR spekter PBLA20-b-PTMC30-b-PBLA20 triblok kopolimera, pripravljenega z 
ROP BLA NCA s PTMC makroiniciatorjem, ki smo ga pripravili s polimerizacijo TMC, iniciirano 
z dvofunkcionalnim 1,3-propandiolom. 
 
V primeru uporabe dvofunkcionalnega iniciatorja v SEC-MALS kromatogramih dihidroksil 
funkcionaliziranega PTMC homopolimera in triblok PBLA-b-PTMC-b-PBLA kopolimera nismo 
opazili prisotnosti rame na višje-molekularni strani porazdelitvenih krivulj (Slika 92). SEC 
krivulji PTMC homopolimera in PBLA-b-PTMC-b-PBLA triblok kopolimera kažeta ozko 
porazdelitev molskih mas, kar odraža nadzorovano ROP. Disperznosti molskih mas sta 
pričakovano nekoliko višji kot je to v primeru (ko)polimerov na osnovi PCL, ki so bili 
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Slika 92: SEC-MALS kromatogram PBLA20-b-PTMC30-b-PBLA20 triblok kopolimera (črna 
krivulja) skupaj s SEC-MALS kromatogramom izhodnega PTMC homopolimera (zelena 
krivulja). PBLA20-b-PTMC30-b-PBLA20 je bil sintetiziran z ROP TMC, iniciirano z 1,3-
propandiolom. Zvezni krivulji: odziva RI detektorja, prekinjeni krivulji: odziva LS detektorja 
pri kotu 90°. Krivulji, označeni s kvadrati kažeta molsko maso kot funkcijo elucijskega 
volumna (A). 
 
Polipeptid-b-poliester-b-polipeptid hibridne triblok kopolimere lahko pripravimo na 
podoben način kot polipeptid-b-polikarbonat-b-polipeptid hibridne triblok kopolimere; to je 
z uporabo dvofunkcionalnega iniciatorja za ROP prvega monomera (ciklični ester/karbonat). 
V primeru triblok kopolimerov vrstni red polimerizacije kemijsko različnih monomerov vpliva 
na končno strukturo hibridnih polimerov. Eden od glavnih razlogov za razvoj tega pristopa je 
možnost sinteze hibridnih kopolimerov z želenim vrstnim redom blokov. Sinteza obratnih 
poliester-b-polipeptid-b-poliesterskih ali polikarbonat-b-polipeptid-b-polikarbonatnih triblok 
kopolimerov iz funkcionaliziranih polipeptidov ni tako enostavna kot z ne-funkcionalnimi 
polipeptidi/polipeptoidi (kot je npr. polisarkozin [133-134]), saj je v tem primeru potrebno 
najprej pripraviti posamezne bloke, ki jih nato med seboj združimo. V splošnem je potrebno 
ROP NCA v primeru priprave blok kopolimerov izvesti v zadnjem koraku, ker prisotne 
zaščitne skupine na polipeptidu lahko interferirajo z ROP cikličnih estrov/karbonatov. 
Najpogosteje uporabljena benzilna zaščitna skupina, kot je to v primeru poliglutamata in 
poliaspartata, lahko namreč moti ROP cikličnih estrov/karbonatov zaradi možne 
transesterifikacije/transkarbonacije. 
  




4.1.4. Sinteza polipeptoidov in amfifilnih blok kopolimerov 
Da smo pridobili Sar NCA ustrezne čistosti smo ga po končani sintezi in izolaciji še dodatno 
očistili s sublimacijo. Strukturo Sar NCA smo potrdili z 1H NMR (Slika 93). Spekter kaže 
signala metilne skupine pri δ 2,87 ppm in metilenske skupine pri δ 4,22 ppm. 
 
Slika 93: 1H NMR spekter Sar NCA. 
 
Polisarkozin (PSar) smo sintetizirali z ROP Sar NCA z alkoholom (PPA) kot iniciatorjem v 
običajno uporabljenih pogojih polimerizacije (monomer/iniciator/katalizator = 40/1/3, 
CHCl3, 40 °C). Hitrost iniciacije N-NCA monomera je bistveno večja v primerjavi z N-
nesubstituiranimi NCA monomeri, saj smo popolno konverzijo hidroksilnih skupin PPA 
iniciatorja v esterske vezi dosegli že v 2 h, kot je bilo razvidno iz 1H NMR spektra (Slika 94). 
Signal s kemijskim premikom 3,4 ppm, ki pripada metilenski skupini ob hidroksilni skupini 
med iniciacijo popolnoma izgine, opazimo pa nastanek signala s kemijskim premikom 
4,2 ppm, ki pripada metilenski skupini ob esterski vezi. 1H NMR spekter kaže tudi signala s 
kemijskima premikoma 2,6 ppm in 4,0 ppm, ki pripadata prvi ponavljajoči enoti PSar, ki je 
zreagiral s PPA, in sicer njegovi metilni oziroma metilenski skupini. 





Slika 94: 1H NMR spekter alikvota, odvzetega iz reakcijske zmesi po končani iniciaciji Sar NCA 
s PPA. 
 
Po končani iniciaciji smo z dodatkom EDIPA baze sprožili propagacijo pod običajno 
uporabljenimi pogoji za rast verig (kloroform, 0° C, PPA/MSA/EDIPA = 1/3/2,5, I/M=1/40). 
Porabo Sar NCA monomera smo spremljali z 1H NMR. ROP Sar NCA je bila končana v času 
4 h. PSar smo izolirali z obarjanjem z dietil etrom, ga centrifugirali in osušili ter 
okarakterizirali z 1H NMR, MALDI-TOF MS in SEC-MALS. 
 
1H NMR (Slika 95) in MALDI-TOF MS (Slika 96) potrjujeta pričakovano strukturo PSar 
homopolimera, kar pomeni, da so vse PSar verige na eni strani terminirane s PPA, na drugi 
strani pa s sekundarno aminsko skupino. Mn PSar smo določili iz 
1H NMR spektra iz razmerja 
intenzitet signalov, ki pripadata metilenskim skupinam (-CO-CH2-N-; δ 3,9-4,4 ppm) ali 
metilnim skupinam glavne verige (-N(CH3)-; δ 2,7-3,0 ppm) in metilenski skupini PPA 
iniciatorja s δ 1,9 ppm. Tako določena Mn je znašala 3,0 kg mol
-1 in je tako v dobrem 
ujemanju s teoretično molsko maso PSar, izračunano iz začetnega razmerja 
monomer/iniciator v reakcijski zmesi (Tabela 4), kakor tudi z molekulsko maso na vrhu 
prazdelitve signalov v MALDI-TOF masnem spektru PSar (Mp = 2,9 kDa). 





Slika 95: 1H NMR spekter PSar homopolipeptoida s teoretično molsko maso 2,8 kg mol-1. 
 
 
Slika 96: MALDI-TOF masni spekter PSar homopolipeptoida, pripravljenega z ROP Sar NCA in 
PPA kot iniciatorjem. 
 
Tabela 4: Teoretično molsko razmerje med PPA in Sar NCA za sintezo PSar in izkoristek 
polimerizacije, skupaj s povprečji molskih mas (Mn in Mw) in disperznostjo (Mw/Mn). 











A 1 : 40 2,8 3,0 4,2 1,02 90 
a Izračunana iz razmerja monomer/iniciator. 
 




SEC-MALS kromatogram sintetiziranega PSar kaže simetrično, enomodalno porazdelitev 
molske mase (Slika 97). Mn PSar, določena s SEC-MALS, je primerljiva teoretični vrednosti 
molske mase, medtem ko se ozka porazdelitev molske mase odraža v nizki disperznosti 
(Tabela 4: vzorec A). 
 
Slika 97: SEC-MALS kromatogram PSar homopolipeptoida. Zvezna krivulja: odziv RI 
detektorja, prekinjena krivulja: odziv LS detektorja pri kotu 90°. Krivulja, označena s kvadrati 
kaže molsko maso kot funkcijo elucijskega volumna. 
 
Ker je bila sinteza homopolipeptoida z uporabo nizkomolekularnega alkohola kot iniciatorja 
uspešna, sem nadaljevala s sintezo biorazgradljivih in biokompatibilnih amfifilnih blok 
kopolimerov, za katere je značilno, da sestojijo iz hidrofilnega in hidrofobnega bloka. 
Amfifilni triblok kopolimeri, definirane strukture in ozke porazdelitve molskih mas, se v 
vodnih raztopinah samouredijo v t.i. polimersome, ki so obsežno raziskovani za uporabo kot 
dostavni sistemi zdravilnih učinkovin. Amfifilne triblok kopolimere sem sintetizirala z 
uporabo makroiniciatorja kot osrednjega bloka. Polisarkozin polipeptoidni blok je zaradi 
dobre vodo-topnosti služil kot hidrofilni blok. Za hidrofobni osrednji blok pa sem uporabila 
različne polimere, ki so na obeh koncih verige terminirani s hidroksilnima skupinama, kot 








PPG sem uporabila kot makroiniciator za ROP Sar NCA za pripravo PSar-b-PPG-b-PSar 
hibridnega blok kopolimera (Slika 98), kjer PPG predstavlja sredinski hidrofobni blok. PPG je 
makroiniciator, katerega verige so na obeh koncih terminirane s sekundarnima 
hidroksilnima skupinama. 
 
Slika 98: Reakcijska shema za sintezo PSar-b-PPG-b-PSar amfifilnega blok kopolimera z ROP 
Sar NCA, iniciirano s PPG kot makroiniciatorjem preko sekundarnih končnih hidroksilnih 
skupin. 
 
Slika 99: MALDI-TOF masni spekter komercialno dostopnega dihidroksi-terminiranega PPG. 
 
Strukturo komercialno dostopnega dihidroksi-terminiranega PPG makroiniciatorja sem 
okarakterizirala z MALDI-TOF MS (Slika 99), ki potrjuje pričakovano strukturo. Iniciacijo Sar 
NCA s PPG sem izvedla na podoben način kot v primeru dvofunkcionalnih 
(makro)iniciatorjev. V ta namen sem v reakcijsko zmes dodala 4 ekvivalente MSA glede na 
PPG. V primeru uporabe PPG se je izkazalo, da iniciacija s sekundarnimi hidroksilnimi 
skupinami, po pričakovanjih, poteka počasneje kot s primarnimi hidroksilnimi skupinami. 
Iniciacija Sar NCA s PPG je sicer potekla, vendar je MALDI-TOF masni spekter reakcijskega 
alikvota po 7 dneh vodenja reakcije pri temperaturi 40 °C pokazal poleg glavne porazdelitve 
signalov, ki ustrezajo pričakovani strukturi PPG verig, ki so na obeh straneh terminirane z 
eno PSar enoto, še vedno nekaj PPG verig z le eno PSar enoto (porazdelitev nizke intenzitete 
z vidnim signalom pri 1098,7 Da na Sliki 100), medtem ko so imele nekatere PPG verige 




pripete že tri PSar ponavljajoče enote (porazdelitev nizke intenzitete z vidnim signalom pri 
1124,7 Da na Sliki 100). 
 
Slika 100: MALDI-TOF masni spektri alikvotov, odvzetih iz reakcijske zmesi v različnih časih 
med potekom iniciacije Sar NCA s PPG makroiniciatorjem ob prisotnosti 4 ekvivalentov MSA. 
 
Z namenom, da bi povečala hitrost iniciacije in s tem učinkovitost ROP Sar NCA z uporabo 
PPG makroiniciatorja s sekundarnima hidroksilnima skupinama, sem povečala količino 
uporabljene MSA, in sicer na 8 ekvivalentov glede na PPG. Po 48 h je bila pri temperaturi 
40 °C dosežena popolna iniciacija Sar NCA z dihidroksi-terminiranim PPG, poleg tega smo 
nadaljnjo propagacijo verig uspešno ustavili, kot je pokazal MALDI-TOF masni spekter 
alikvota, odvzetega iz reakcijske zmesi po 48 h iniciacije (Slika 101). 
 
Slika 101: MALDI-TOF masni spekter alikvota, odvzetega iz reakcijske zmesi po 48 h iniciacije 
Sar NCA s PPG makroiniciatorjem ob prisotnosti 8 ekvivalentov MSA. 




Po končani iniciaciji smo rezultate masne spektrometrije dodatno potrdili še z 1H NMR 
(Slika 102), pri čemer pa smo si pri asignaciji signalov pomagali z 2D 1H-1H COSY NMR 
(Slika 103). V 1H NMR spektru reakcijskega alikvota opazimo intenzivno prekrivanje signalov, 
ki pripadajo notranjim ponavljajočim enotam PPG, zunanji ponavljajoči enoti PPG, ki je 
vezana na Sar, in samega Sar. Alifatski protoni glavne verige PPG kažejo signale med δ 3,3 in 
3,6 ppm (d), pri δ 1,05 ppm (g) se nahajajo protoni metilne skupine glavne verige PPG 
makroiniciatorja. Po iniciaciji dobimo ločen signal na okoli δ 1,2 ppm (f), ki pripada 
protonom metilne skupine zadnje ponavljajoče enote PPG, ki je vezana na Sar. Za zadnjo 
ponavljajočo enoto PPG pa opazimo tudi signal pri δ 5,05 ppm (a), ki pripada protonom -CH- 
skupine in pri okoli δ 3,55 ppm (c), ki pripada protonom –CH2- skupine PPG. Po iniciaciji sta 
vidna tudi signala Sar na δ 2,6 ppm (e) in 3,98 ppm (b), ki je vezan na oba konca PPG 
makroiniciatorja. 
 
Slika 102: 1H NMR spekter alikvota, odvzetega iz reakcijske zmesi po končani iniciaciji Sar 
NCA s PPG makroiniciatorjem ob prisotnosti 8 ekvivalentov MSA. 





Slika 103: 1H-1H COSY 2D NMR spekter alikvota, odvzetega iz reakcijske zmesi po končani 
iniciaciji Sar NCA s PPG makroiniciatorjem ob prisotnosti 8 ekvivalentov MSA. 
 
Po končani iniciaciji Sar NCA s PPG ob uporabi 8 ekvivalentov MSA smo sprožili rast 
polimernih verig z dodatkom EDIPA baze. V reakcijsko zmes, ki smo jo predhodno ohladili na 
temperaturo 0 °C, smo dodali 7 ekvivalentov EDIPA glede na PPG makroiniciator. Po 4 h je 
bila dosežena popolna konverzija Sar NCA, kar smo ugotovili z 1H NMR. Po končani 
polimerizaciji smo PSar-b-PPG-b-PSar amfifilni blok kopolimer okarakterizirali z 1H NMR, 
MALDI-TOF MS in SEC-MALS. 
 
Slika 104: 1H NMR spekter PSar-b-PPG-b-PSar amfifilnega blok kopolimera. 





Slika 105: MALDI-TOF masni spekter in povečano območje masnega spektra PSar-b-PPG-b-
PSar amfifilnega blok kopolimera. Razliki v masah med vrhovi za 71 Da in 58 Da pripadata 
PSar in PPG ponavljajočim enotam. Razlika v masah za 13 Da pa je posledica različnega 
razmerja med PSar (A) in PPG (B) enotami. 
 
1H NMR (Slika 104) in MALDI-TOF MS (Slika 105) potrjujeta pričakovano strukturo PSar-b-
PPG-b-PSar amfifilnega blok kopolimera. V MALDI-TOF masnem spektru blok kopolimera so 
vidne porazdelitve, ki se razlikujejo tako po molekulski masi kot tudi po kemijski sestavi. Iz 
1H NMR spektra vzorca smo določili Mn blok kopolimera iz razmerja integralov signalov, ki 
pripadajo metilnim ali metinskim skupinam zadnje ponavljajoče enote PPG pri δ 1,2 ppm (g) 
oziroma 5,0 ppm (b) ter metilnim ali metilenskim skupinam ponavljajoče enote PSar pri 
δ 2,7 - 3,0 ppm (f) oziroma 3,9 - 4,4 ppm (c). Tako določena Mn je znašala 3,7 kg mol
-1 in je v 
dobrem ujemanju s teoretično molsko maso, izračunano iz razmerja monomer/iniciator, 
kakor tudi z Mp = 3,6 kDa, odčitano na vrhu porazdelitve signalov v MALDI-TOF masnem 
spektru blok kopolimera. SEC-MALS kromatogram PSar-b-PPG-b-PSar kaže ozko porazdelitev 










Tabela 5: Teoretično molsko razmerje med PPG in Sar NCA za sintezo PSar-b-PPG-b-PSar 
amfifilnega blok kopolimera in izkoristek polimerizacije, skupaj s povprečji molskih mas (Mn 
in Mw) in disperznostjo (Mw/Mn). 











A 1 : 40 3,8 3,7 4,9 1,02 85 
a Izračunana iz razmerja monomer/iniciator. 
 
Slika 106: SEC-MALS kromatogram PSar-b-PPG-b-PSar amfifilnega blok kopolimera. Zvezna 
krivulja: odziv RI detektorja, prekinjena krivulja: odziv LS detektorja pri kotu 90°. Krivulja, 
označena s kvadrati kaže molsko maso kot funkcijo elucijskega volumna. 
 
V nadaljevanju sem po analogiji sintetizirala še amfifilna blok kopolimera, kjer je bil sredinski 
hidrofobni blok iz PCL oziroma PTMC, zunanja hidrofilna bloka pa iz PSar polipeptoida. Za 
pripravo hidrofobnega dihidroksi-terminiranega bloka smo najprej izvedli ROP cikličnega 
estra oziroma karbonata kot prvega monomera z uporabo 1,3-propandiola kot 
dvofunkcionalnega iniciatorja (Slika 107). 
 
Slika 107: Splošna reakcijska shema za sintezo PSar-b-PCL-b-PSar (A) in PSar-b-PTMC-b-PSar 
(B) amfifilnih blok kopolimerov z zaporedno ROP v enem koraku. 




ROP CL in TMC smo izvedli v optimalnih pogojih za sintezo dvofunkcionalnega polimera z 
našo metodo, in sicer v kloroformu pri temperaturi 40 °C ob uporabi 4 ekvivalentov MSA 
glede na iniciator. Po 1 h smo dosegli popolno konverzijo obeh monomerov, kot je bilo 
razvidno iz 1H NMR spektrov reakcijskih alikvotov. Po končani polimerizaciji smo izolirana in 
osušena dihidroksi-terminirana PCL in PTMC homopolimera opredelili z 1H NMR, MALDI-TOF 
MS in SEC-MALS tehnikami. 
 
1H NMR (Slika 108) in MALDI-TOF MS (Slika 109 A) potrjujeta pričakovano strukturo 
dihidroksi-terminiranega PCL homopolimera, kar pomeni da so bile vse PCL verige iniciirane 
z 1,3-propandiolom in se končajo s hidroksilno končno skupino. Mn dihidroksi-terminiranega 
PCL smo določili iz 1H NMR spektra iz razmerja intenzitet signalov, ki pripadata metilenskim 
skupinam glavne verige (-CH2OCO-) in končnim metilenskim skupinam (-CH2OH) pri 
kemijskima premikoma 4,0 ppm in 3,38 ppm. Tako določena Mn je znašala 3,2 kg mol
-1 in je 
v skladu z molekulsko maso na vrhu porazdelitve signalov v MALDI-TOF masnem spektru PCL 
(Mp = 3,2 kDa). SEC-MALS kromatogram PCL kaže ozko porazdelitev molskih mas, kar se 
odraža v nizki disperznosti (Tabela 6: vzorec A). 
 
 
Slika 108: 1H NMR spekter dihidroksi-terminiranega PCL. 
 





Slika 109: MALDI-TOF masna spektra dihidroksi-terminiranih PCL (A) in PTMC (B) 
homopolimerov, pripravljenih z ROP CL oziroma TMC, iniciirano z 1,3-propandiolom. 
Izmerjeni monoizotopni signali so označeni na povečanih območjih masnih spektrov, skupaj 
z izračunanimi teoretičnimi masami ob predpostavki, da so predlagane strukture ionizirane z 
natrijevimi ioni. 
 
Tabela 6: Teoretično molsko razmerje med iniciatorjem, cikličnim estrom/karbonatom in Sar 
NCA, ki smo ga uporabili za zaporedno ROP v enem koraku, skupaj z izkoristki polimerizacij 
ter povprečji molskih mas (Mn in Mw) in disperznostjo (Mw/Mn) produktov. 













A 1 : 25 : 0 2,9 3,2 3,3 1,05 50 
B 1 : 25 : 40 5,8 / 6,0 1,02 80 
C 1 : 30 : 0 3,1 2,6 2,7 1,14 65 
D 1 : 30 : 40 6,0 / 5,4 1,02 90 
a[I]0 je 1,3-propandiol. [M1]0 je CL (vzorci A-B) oziroma TMC (vzorci C-D). 








MALDI-TOF masni spekter dihidroksi-terminiranega PTMC homopolimera potrjuje 
pričakovano strukturo PTMC verig (Slika 109 B). Vse verige so namreč bile iniciirane z 1,3-
propandiolom in so terminirane s hidroksilno skupino. Iz 1H NMR spektra PTMC smo iz 
razmerja intenzitet signalov, ki pripadajo metilenskim skupinam glavne verige in končnim 
metilenskim skupinam pri δ 4,15 ppm in 3,45 ppm, določili številčno povprečje molske mase, 
ki znaša Mn = 2,6 kg mol
-1 (Slika 110). 
 
 
Slika 110: 1H NMR spekter dihidroksi-terminiranega PTMC. 
 
Po končani ROP CL/TMC smo v reakcijsko zmes dodali Sar NCA in izvedli iniciacijo ROP NCA z 
dihidroksil terminiranim PCL/PTMC. Popolno konverzijo hidroksilnih skupin PCL/PTMC v 
esterske vezi smo v kloroformu pri temperaturi 40 °C dosegli v obeh primerih v 24 h, kot je 
razvidno iz MALDI-TOF masnih spektrov reakcijskih alikvotov (Slika 111). Po končani iniciaciji 
Sar NCA z obema makroiniciatorjema v MALDI-TOF masnih spektrih nismo opazili širjenja 
porazdelitev signalov v primerjavi z izhodnima makroiniciatorjema, kar kaže na odsotnost 
transesterifikacije v primeru PCL oziroma transkarbonacije v primeru PTMC. Razlika v masah 
med vrhovi glavnih porazdelitev PCL in PTMC pred in po iniciaciji Sar NCA je v obeh primerih 
dovolj velika, da iniciacijo lahko sledimo z MALDI-TOF MS. 
 





Slika 111: MALDI-TOF masni spektri reakcijskih alikvotov, posnetih ob različnih časih 
iniciacije Sar NCA s dihidroksi-terminiranim PCL (A) oziroma PTMC (B). Izmerjeni 
monoizotopni signali so označeni na povečanih območjih masnih spektrov, skupaj z 
izračunanimi teoretičnimi masami ob predpostavki, da so predlagane strukture ionizirane z 
natrijevimi ioni. 
 
Po končani iniciaciji smo sprožili propagacijo oziroma rast polimernih verig z dodatkom 
EDIPA baze (3 ekvivalente glede na iniciator) k reakcijski zmesi, ki smo jo predhodno ohladili 
na temperaturo 0 °C. EDIPA povzroči deprotonacijo amonijevih skupin, s čimer sprožimo 
korak propagacije ROP Sar NCA. Po 4 h je bila dosežena popolna konverzija Sar NCA, kar smo 
določili z 1H NMR. 1H NMR spektra izoliranih in osušenih PSar20-b-PCL-b-PSar20 (Slika 112 A) 
in PSar20-b-PTMC-b-PSar20 (Slika 112 B) amfifilnih blok kopolimerov kažeta značilne signale 































Slika 112: 1H NMR spektra PSar-b-PCL-b-PSar (A) in PSar-b-PTMC-b-PSar (B) amfifilnega blok 
kopolimera. 
 
Iz MALDI-TOF masnih spektrov PCL/PTMC in PSar amfifilnih blok kopolimerov so razvidne 
porazdelitve, ki ustrezajo pričakovani strukturi posameznega blok kopolimera. Oba masna 
spektra kažeta porazdelitve, ki se razlikujejo tako po molekulski masi kot po kemijski sestavi. 
Molekulski masi na vrhu porazdelitev signalov (Mp) PSar-b-PCL-b-PSar in PSar-b-PTMC-b-
PSar blok kopolimerov sta  5 kDa oziroma  4,5 kDa (Sliki 113 in 114). 
A 
B 





Slika 113: MALDI-TOF masni spekter in povečano območje masnega spektra PSar-b-PCL-b-
PSar amfifilnega blok kopolimera. Razliki v masah med vrhovi za 71,0 Da in 114,1 Da 
pripadata PSar in PCL ponavljajočima enotama. Razliki v masah za 27,9 Da in 15,2 Da pa sta 




Slika 114: MALDI-TOF masni spekter in povečano območje masnega spektra PSar-b-PTMC-b-
PSar amfifilnega blok kopolimera. Razliki v masah med vrhovi za 71,0 Da in 102,0 Da 
pripadata PSar in PTMC ponavljajočima enotama. Razliki v masah za 31 Da in 9 Da pa sta 
posledici različnega razmerja med PSar (A) in PTMC (B) ponavljajočimi enotami v verigah 
enake stopnje polimerizacije. 
 
 




SEC-MALS kromatograma PSar-b-PCL-b-PSar in PSar-b-PTMC-b-PSar amfifilnih blok 
kopolimerov kažeta enomodalni porazdelitvi molskih mas obeh kopolimerov (Slika 115). SEC 
krivulji kopolimerov se v obeh primerih pomakneta k manjšim elucijskim volumnom v 
primerjavi s SEC krivuljama izhodnih PCL/PTMC makroiniciatorjev, kar kaže na višjo molsko 
maso hibridnih blok kopolimerov v primerjavi z molskima masama izhodnih homopolimerov. 
Številčni povprečji molskih mas (Mn) blok kopolimerov, določeni s SEC-MALS, sta primerljivi 
njunim teoretičnim vrednostim molskih mas (Tabela 6). 
 
Slika 115: SEC-MALS kromatograma PSar20-b-PCL-b-PSar20 (levo) in PSar20-b-PTMC-b-PSar20 
(desno) amfifilnih triblok kopolimerov (črni krivulji), skupaj z ustreznima PCL (rdeča krivulja) 
in PTMC homopolimeroma (zelena krivulja). PCL/PTMC homopolimera sta bila pripravljena z 
ROP CL/TMC, iniciirano z dvo-funkcionalnim 1,3-propandiolom. Zvezne krivulje: odzivi RI 
detektorja, prekinjene krivulje: odzivi LS detektorja pri kotu 90°. Krivulje, označene s 
kvadrati kažejo molsko maso kot funkcijo elucijskega volumna. 
 
  




4.2. UPORABA BIFUNKCIONALNEGA ORGANOKATALIZATORJA 
Za ROP NCA iniciirano s hidroksilno skupino smo raziskali tudi možnost uporabe 
bifunkcionalnih organokatalizatorjev, ki v strukturi vsebujejo tiosečnino in terciarno aminsko 
skupino, ki naj bi preko vodikovih vezi hkrati aktivirala monomer in hidroksi-terminiran 
(makro)iniciator. Literatura namreč navaja, da je N,N’-bis[3,5-bis(trifluorometil)fenil] 
tiosečnina (TU-S) učinkovit katalizator za hitro in nadzorovano ROP NCA, iniciirano s 
hidroksilno skupino [202]. TU-S preko vodikovih vezi aktivira NCA monomer, hkrati pa 
reverzibilno deaktivira nastale aminske končne skupine, kar omogoča nadzor nad 
reaktivnostjo končnih skupin rastočih polimernih verig. Poleg tega TU-S preprečuje 
terciarnemu aminu znotraj aminoalkohola neželeno deprotonacijo NCA in s tem 
polimerizacijo preko AMM mehanizma, kar omogoča sintezo dobro definiranih dvo- in več-
funkcionalinh polipeptidov ob uporabi dvo- ali več-funkcionalnih aminoalkoholov kot 
iniciatorjev pod blagimi pogoji (DCM, 25 °C). Rezultati so pokazali, da iniciacija poteče le z 
aminoalkoholi, ki v strukturi, blizu hidroksilne skupine, vsebujejo sekundarno oziroma 
terciarno aminsko skupino, medtem ko običajni alkoholi in aminoalkoholi z zaščiteno 
aminsko skupino niso iniciirali ROP NCA. Rezultati tako kažejo, da ima aminska skupina 
znotraj aminoalkohola pomembno vlogo v koraku iniciacije, saj aktivira hidroksilno skupino. 
Namen našega dela je bil zato vključiti v katalizator terciarno aminsko skupino, namesto da 
je le-ta prisotna znotraj iniciatorja, kar bi omogočilo bistveno večji nabor iniciatorjev za ROP 
in tako razširilo omenjeno strategijo na sintezo polipeptidov in polipeptidnih hibridnih 
polimerov z uporabo hidroksi-terminiranih (makro)iniciatorjev bodisi z več-stopenjskim 
sinteznim pristopom ali pa s sintezo v enem koraku. 
 
Preveriti smo torej želeli ali lahko tiosečnina-terciarni amin bifunkcionalni organokatalizator 
omogoča učinkovito ROP NCA ob uporabi hidroksi-terminiranih (makro)iniciatorjev. Zato 
smo najprej z reakcijo fenilizotiocianata in N,N-dimetiletilendiamina sintetizirali 1-[3,5-
bis(trifluorometil)fenil]-3-[2-(dimetilamino)etil] tiosečnino (TU-S*). 1H NMR spekter 
modificirane TU-S* prikazuje značilne signale in visoko čistost produkta (Slika 116). 





Slika 116: 1H NMR spekter TU-S*, posnet v DMSO-d6 z dodano TFA. 
 
Za kontrolo smo izvedli ROP BLG NCA v DCM pri sobni temperaturi z aminoalkoholom, N,N-
dimetil etanolaminom (DMEA) v molskem razmerju iniciator/monomer = 1/40, v prisotnosti 
molskega ekvivalenta TU-S glede na iniciator. Po pričakovanju, kot je poročal že Zhao [202], 
je ROP BLG NCA potekla zelo hitro, saj je PBLG homopolipeptid nastal zgolj v 15 min. MALDI-
TOF masni spekter PBLG homopolipeptida kaže, da je bila najintenzivnejša porazdelitev 
signalov iniciirana z DMEA in terminirana z aminsko skupino (Slika 117 A). Dodatne 
porazdelitve signalov veliko nižjih intenzitet razkrivajo iniciacijo PBLG z vodo in/ali cepitev 
iniciatorja pri esterski vezi, kakor tudi nastanek cikličnih struktur pri nizkih molekulskih 
masah PBLG. 
 
Slika 117: MALDI-TOF masna spektra PBLG homopolipeptida, pripravljenega z ROP BLG NCA, 
iniciirano z DMEA v prisotnosti molskega ekvivalenta TU-S (A) ali TU-S* (B) glede na iniciator. 
Izmerjena monoizotopna signala sta označena na povečanih območjih masnih spektrov, 
skupaj z izračunanimi teoretičnimi masami ob predpostavki, da so predlagane strukture 
ionizirane z natrijevimi ioni. 




Pod enakimi reakcijskimi pogoji smo nato izvedli ROP BLG NCA (I/M = 1/40) in BLA NCA 
(I/M = 1/20) z DMEA v prisotnosti molskega ekvivalenta modificiranega TU-S* glede na 
iniciator z namenom, da smo preverili aktivnost in učinkovitost sintetiziranega katalizatorja. 
Ugotovili smo, da je aktivnost modificiranega tiosečnina-terciarni amin bifunkcionalnega 
organokatalizatorja enaka aktivnosti TU-S, saj je bila polimerizacija prav tako končana v 
15 min. MALDI-TOF masni spekter nastalega PBLG homopolipeptida kaže enako strukturo 
PBLG verig kot v primeru uporabe TU-S (Slika 117 B). Pričakovano strukturo verig potrjuje 
tudi MALDI-TOF masni spekter PBLA, saj imajo vse verige na eni strani preko esterske vezi 
vezan iniciator, na drugi strani pa primarno aminsko končno skupino (Slika 118). 
 
Slika 118: MALDI-TOF masni spekter PBLA, pripravljenega z ROP BLA NCA, iniciirano z DMEA 
v prisotnosti molskega ekvivalenta TU-S* glede na iniciator. Izmerjeni monoizotopni signal je 
označen na povečanem območju masnega spektra, skupaj z izračunano teoretično maso ob 
predpostavki, da je predlagana struktura ionizirana z natrijevimi ioni. 
 
Ko smo potrdili, da sintetiziran TU-S* katalizator deluje prav tako dobro kot originalni TU-S z 
aminoalkoholom, smo začeli preučevati ROP NCA z uporabo običajnega alkohola kot 
iniciatorja. Najprej smo preverili ali alkohol v prisotnosti TU-S res ne iniciira ROP NCA, kot je 
to poročal Zhao s sodelavci [202]. Z eksperimentom v DCM pri 25 °C smo potrdili, da 
hidroksilna skupina res ne deluje kot iniciator ROP BLG in BLA NCA, kljub večji količini 
uporabljene TU-S. Ves alkohol je namreč ostal popolnoma nezreagiran v reakcijski zmesi, 
kljub temu, da se je NCA monomer po daljšem času porabil. 




V nadaljevanju smo preverili ali bi iniciacija ROP NCA z alkoholom potekla v primeru, da bi 
ločeno v raztopino k TU-S dodali terciarni amin. Izkazalo se je, da alkohol ni deloval kot 
iniciator za ROP NCA, saj je verjetnost, da se bodo srečale posamezne molekule monomera 
in iniciatorja s TU-S in terciarnim aminom, zaradi njihove nizke koncentracije v reakcijski 
zmesi, zelo majhna. ROP NCA je ne glede na količino terciarnega amina potekla po AMM 
polimerizacijskem mehanizmu kot posledica prisotnosti terciarnega amina v raztopini. 
 
Zaradi sposobnosti terciarnega amina, da aktivira hidroksilno skupino ima vključitev 
terciarne aminske skupine v modificiran TU-S* katalizator pomembno vlogo pri iniciaciji ROP 
NCA z alkoholom. Najprej smo izvedli ROP BLA NCA s PPA v prisotnosti molskega ekvivalenta 
TU-S* glede na iniciator v DCM kot topilu pri sobni temperaturi. Hitrost ROP BLA NCA s PPA 
je nekoliko počasnejša kot z DMEA, saj smo za popolno konverzijo NCA monomera 
potrebovali 90 min. MALDI-TOF masni spekter nastalega produkta sicer kaže porazdelitev 
signalov, ki so značilni za PBLA verige iniciirane s PPA (Slika 119 A), vendar pa 1H NMR 
spekter produkta nedvoumno kaže tudi signal metilenske skupine (-CH2OH) pri δ 3,42 ppm, 
ki je značilen za nezreagiran PPA (Slika 120, rdeč spekter). Pri naslednjem eksperimentu smo 
povečali količino TU-S* iz enega molskega ekvivalenta na tri molske ekvivalente glede na 
iniciator z namenom, da bi dosegli bolj učinkovito aktivacijo iniciatorja kakor tudi 
monomera. Polimerizacija v DCM pri 25 °C je bila končana v 20 min, konverzija hidroksilnih 
skupin v esterske vezi pa je bila le 50%, kot je razvidno iz 1H NMR spektra (Slika 120, moder 
spekter). 
 
Slika 119: MALDI-TOF masna spektra PBLA homopolimerov, pripravljenih z ROP BLA NCA, 
iniciirano s PPA v prisotnosti molskega ekvivalenta (A) oziroma treh molskih ekvivalentov (B) 
TU-S* glede na iniciator. Izmerjeni monoizotopni signali so označeni na povečanih območjih 
masnih spektrov, skupaj z izračunanimi teoretičnimi masami ob predpostavki, da so 
predlagane strukture ionizirane z natrijevimi ioni. 





Slika 120: 1H NMR spektra PBLA homopolimerov, pripravljenih z ROP BLA NCA, iniciirano s 
PPA v prisotnosti molskega ekvivalenta (rdeč spekter) oziroma treh molskih ekvivalentov 
(moder spekter) TU-S* glede na iniciator. 
 
Iz MALDI-TOF MS (Slika 119) in 1H NMR (Slika 120) rezultatov PBLA homopolimerov je 
razvidna prisotnost nizkomolekularnih stranskih produktov, ki ustrezajo ciklični strukturi, 
podobni diketopiperazinu, vendar le-ti vsebujejo do trinajst ponavljajočih enot v strukturi. 
Ta stranska reakcija je dobro poznana pri ROP NCA iniciirana s terciarnimi amini, kjer 
polimerizacija poteka preko AMM mehanizma. Nastali N-aminoacil NCA oligomeri lahko 
preko t.i. “back-biting” reakcije povzročijo nastanek diketopiperazin-terminiranih 
polipeptidnih verig ali makrociklov [211,212]. Pri tem ima lahko TU-S* določen katalitični 
učinek, in sicer, da deluje kot donor vodikove vezi pri neposrednem nastajanju amidne vezi 
iz prve esterske vezi in primarne aminske končne skupine, česar posledica je nastanek 
makrociklov [213]. Zaradi omenjene stranske reakcije so bili po izolaciji produktov izkoristki 
polimerizacij 50%, saj so ciklične strukture po obarjanju ostale raztopljene v topilu. 
 
Z znižanjem temperature polimerizacije iz 25 °C na 0 °C, se je reakcijski čas podaljšal na 120 
min, da smo dosegli popolno konverzijo NCA monomera. Pri 0 °C v DCM je bila tudi 
konverzija hidroksilnih skupin v esterske vezi bolj učinkovita (80%), kot kaže 1H NMR spekter 
PBLA, ki smo ga sintetizirali z ROP BLA NCA in PPA iniciatorjem v prisotnosti treh molskih 
ekvivalentov TU-S* katalizatorja glede na iniciator (Slika 121). 





Slika 121: 1H NMR spektra reakcijskih alikvotov, odvzetih iz reakcijske zmesi po 15 min (rdeč 
spekter) in na koncu (moder spekter) ROP BLA NCA, iniciirane s PPA v prisotnosti treh 
molskih ekvivalentov TU-S* glede na iniciator. ROP smo vodili pri temperaturi 0 °C. 
 
V naslednjem eksperimentu smo namesto DCM topila uporabili kloroform. V kloroformu 
smo dosegli popolno konverzijo hidroksilnih skupin v esterske vezi že po 3 h, saj je signal pri 
δ 3,45 ppm (d), ki ustreza metilenskim skupinam ob hidroksilni skupini (-CH2OH), popolnoma 
izginil kot je razvidno iz 1H NMR spektra (Slika 122), medtem ko se je NCA popolnoma 
porabil v naslednjih 5 h. 
 
Slika 122: 1H NMR spektri reakcijskih alikvotov, ki smo jih odvzeli iz reakcijske zmesi na 
začetku (rdeč spekter), po 3 h (zelen spekter) in po končani (moder spekter) ROP BLA NCA, 
iniciirani s PPA v kloroformu. 




Z MALDI-TOF MS smo preverili strukturo nastalega PBLA homopolimera. Masni spekter kaže 
pričakovano porazdelitev signalov, ki so značilni za PBLA verige, iniciirane s PPA in 
terminirane s primarnimi aminskimi skupinami (Slika 123). Ti rezultati potrjujejo 
nadzorovano ROP, ki tako omogoča pripravo polipeptidov višjih molskih mas. 
1  
Slika 123: MALDI-TOF masni spekter PBLA, pripravljenega z ROP BLA NCA s PPA iniciatorjem 
v kloroformu pri 0 °C in v prisotnosti treh molskih ekvivalentov TU-S* glede na iniciator. 
Izmerjena monoizotopna signala sta označena na povečanem območju masnega spektra, 
skupaj z izračunano teoretično maso ob predpostavki, da je predlagana struktura ionizirana 
z natrijevimi ioni. 
 
SEC-MALS kromatogram PBLA homopolipeptida kaže nizkomolekularni rep, ki je 
najverjetneje posledica prepočasne iniciacije NCA s hidroksilno skupino in hitre propagacije. 
Iz omenjenega razloga so produkti slabše kvalitete, ker kažejo širšo porazdelitev molskih 
mas, kar se odraža v višji disperznosti (Slika 124, Tabela 7). 
 





Slika 124: SEC-MALS kromatogram PBLA20 homopolimera. Zvezni krivulji: odziva RI 
detektorja, prekinjeni krivulji: odziva LS detektorja pri kotu 90°. Krivulji, označeni s kvadrati 
kažeta molsko maso kot funkcijo elucijskega volumna. 
 
Tabela 7: Eksperimentalni parametri ROP BLA NCA v kloroformu pri 0 °C, iniciirane s PPA in 
ob dodani TU-S*, skupaj z izkoristkom polimerizacije ter povprečji molskih mas (Mn in Mw) in 
disperznostjo (Mw/Mn) produktov. 












A 20 : 1: 3 4,2 7,9 11,6 1,46 60 







Raziskava potrjuje hipotezo, saj smo pokazali, da hidroksilna skupina uspešno iniciira ROP 
NCA. Zakasnitev propagacije verig dokler stopnja iniciacije ni končana, omogoča 
nadzorovano ROP NCA in pripravo dobro definiranih homopolipeptidov in njihovih hibridnih 
kopolimerov. V prvem delu doktorske disertacije smo to pokazali na primeru 
nizkomolekularnih alkoholov kot iniciatorjev ROP NCA. Z uporabo kislega katalizatorja (MSA) 
smo popolnoma ločili počasno iniciacijo ROP s hidroksilno skupino od hitre propagacije verig 
preko primarne aminske skupine, ki nastane po odprtju prvega NCA monomera, kar je vodilo 
do sinteze dobro definiranih homopolipeptidov. V optimalnih eksperimentalnih pogojih 
(kloroform kot topilo, temperatura 40 °C, dodatek 3 molskih ekvivalentov MSA glede na 
iniciator) smo popolno iniciacijo oziroma konverzijo hidroksilnih skupin v esterske vezi 
dosegli v 24 h. Stopnjo propagacije verig smo sprožili z dodatkom EDIPA baze. Optimalno 
razmerje iniciator/kislina/baza je 1/3/2,5. Stopnjo propagacije smo izvedli nadzorovano pri 
temperaturi 0 °C, da smo se izognili stranskim reakcijam. V takšnih pogojih smo popolno 
konverzijo BLG NCA dosegli v 24 h, medtem ko je bila popolna konverzija BLA NCA dosežena 
po 48 h, kar je posledica slabe topnosti BLA NCA v kloroformu. Kljub temu, da smo stopnjo 
propagacije izvedli pri nižji temperaturi, se v primeru PBLG nismo mogli izogniti stranski 
reakciji nastajanja piroglutamatne končne skupine. Posledica te stranske reakcije je nekoliko 
širša porazdelitev molskih mas PBLG v primerjavi s PBLA, pri katerem ta stranska reakcija 
zaradi same strukture monomera ne more poteči. V primeru PBLA smo z eksperimentom 
podaljševanja verig potrdili lastnosti žive polimerizacije in s tem dokazali, da je predlagana 
metoda uporabna tudi za sintezo polipeptidov višjih molskih mas. 
 
Tako določene optimalne eksperimentalne pogoje iniciacije (iniciator/MSA = 1/3, CHCl3, 
40 °C) in propagacije (iniciator/MSA/EDIPA = 1/3/2,5, CHCl3, 0 °C) smo uporabili tudi za 
pripravo polipeptidnih hibridnih blok kopolimerov, pri čemer smo kot makroiniciator 
uporabili monohidroksi-terminiran PEG ali PS. Iniciacija z monohidroksi-terminiranim PEG je 
potekala 48 h, medtem ko je bila s PS končana v 24 h. V obeh primerih je bila propagacija 
verig končana v 24 h. Zaradi žive narave ROP smo lahko pripravili blok kopolimere s ciljano 






Raziskave smo nadaljevali v smeri priprave blok kopolimerov različnih heterocikličnih 
monomerov, ki propagirajo preko različnih funkcionalnih skupin, v enem koraku. Tako smo 
uspešno izvedli zaporedno ROP heterocikličnih monomerov kot so laktoni in karbonati v prvi 
stopnji ter NCA v drugi stopnji. Za sintezo poliester/polikarbonat-b-polipeptid hibridnih blok 
kopolimerov v enem koraku smo najprej izvedli ROP CL/TMC v optimalnih eksperimentalnih 
pogojih (iniciator/MSA = 1/3, CHCl3, 40 °C). Po končani ROP CL/TMC (v 1 h), smo z 
zaporednim dodatkom BLA NCA v reakcijsko zmes sprožili iniciacijo ROP BLA NCA. Po 
končani iniciaciji (24 h), je sledila stopnja propagacije verig, ki smo jo izvedli z dodatkom 
EDIPA baze pri temperaturi 0 °C (iniciator/MSA/EDIPA = 1/3/2,5, CHCl3). Z eksperimenti 
podaljševanja verig smo na primeru PCL-b-PBLA dokazali vse lastnosti žive polimerizacije. V 
primeru sinteze PBLA-b-PTMC-b-PBLA triblok kopolimera smo najprej izvedli ROP TMC z 
uporabo dvofunkcionalnega iniciatorja in v naslednji stopnji še ROP zaporedno dodanega 
BLA NCA, kjer je bilo optimalno razmerje iniciator/MSA/EDIPA = 1/4/3. 
 
V nadaljevanju smo sintezni pristop razširili še na ROP N-substituiranih NCA, in sicer na Sar 
NCA za pripravo polisarkozin polipeptoida ob uporabi nizkomolekularnega alkohola kot 
iniciatorja. Hitrost ROP N-NCA je bila bistveno večja v primerjavi z NCA monomeri, saj je 
iniciacija Sar NCA z alkoholom v optimalnih pogojih potekla že v 2 h, propagacija pa je bila 
končana v 4 h. Poleg polisarkozin homopolipeptoida, smo sintetizirali tudi A-B-A amfifilne 
blok kopolimere, kjer je vodo-topni polisarkozin predstavljal A blok, hidrofobni B blok pa 
PPG, PCL ali PTMC. PPG, PCL in PTMC homopolimeri so bili na obeh straneh verig 
funkcionalizirani s hidroksilnimi skupinami, PPG s sekundarnima ter PCL in PTMC s 
primarnima hidroksilnima skupinama. Učinkovito ROP Sar NCA s PPG makroiniciatorjem, ki 
je terminiran z manj reaktivnima sekundarnima hidroksilnima skupinama, smo zagotovili z 
večjo količino uporabljene MSA v fazi iniciacije in posledično tudi EDIPA v fazi propagacije 
(optimalno razmerje iniciator/MSA/EDIPA = 1/8/7), v drugače običajnih eksperimentalnih 
pogojih. Amfifilna triblok kopolimera na osnovi PCL/PTMC in PSar smo pripravili z zaporedno 
ROP CL/TMC in Sar NCA v enem koraku pri razmerju iniciator/MSA/EDIPA = 1/4/3. Z MALDI-
TOF MS smo potrdili pričakovano strukturo amfifilnih blok kopolimerov, s SEC-MALS pa smo 
potrdili pričakovana povprečja molskih mas in ozko porazdelitev molskih mas in tako 






V zadnjem delu disertacije predstavljamo ROP NCA iniciirano s hidroksilno skupino ob 
uporabili bifunkcionalnega organokatalizatorja na osnovi tiosečnine in terciarne aminske 
skupine. Tiosečnina-aminski bifunkcionalni katalizator (TU-S*), ki aktivira monomer kot tudi 
s hidroksilno skupino funkcionaliziran (makro)iniciator preko vodikovih vezi, je pri 
optimalnih eksperimentalnih pogojih (iniciator/TU-S* = 1/3, CHCl3, 0 °C) uspešno kataliziral 
iniciacijo BLA NCA s hidroksilno skupino kot tudi propagacijo polipeptidnih verig, vendar pa 
je bila hitrost iniciacije v primerjavi s hitrostjo propagacije prepočasna, kar je vodilo do 






6. EXTENDED ABSTRACT 
6.1. Introduction 
Ring-opening polymerization (ROP) involves polymerization of cyclic monomers with at least 
one heteroatom or a double bond in cyclic structure of the monomer [1]. The 
thermodynamic driving force for ROP is a high ring strain of heterocyclic monomers, which 
mainly results from the distortion in bond angles. The mechanism of ROP depends on the 
monomer, catalytic/initiating system, and type of the formed chain end-group. Cyclic 
monomers mostly polymerize according to ionic (anionic or cationic ROP) or coordination 
mechanism. Depending on the location of the activation site, the active chain end (ACE) and 
activated monomer (AMM) mechanism can be distinguished [2,3]. 
 
Numerous nucleophiles (organometals, metal amides, alkoxides, phosphines, amines, 
alcohols, and water) or electrophiles (Brønsted acid, Lewis acid, and alkyl esters of strong 
organic acids such as sulfonic acid) act as initiators for the anionic or cationic ROP of 
heterocyclic monomers [4]. In addition to the traditional transition metal-based catalysts, 
organocatalyzed ROP has lately received special attention for the preparation of synthetic 
polymers. Organocatalysts often offer advantageous properties such as high polymerization 
rate, selectivity, and mild reaction conditions. Several organic activators (catalysts or 
initiators) have been applied for ROP through the activation of monomers and/or 
initiator/polymer chain ends [5-6]. 
 
ROP of heterocyclic monomers such as cyclic ethers (epoxides), cyclic esters (lactones and 
lactides), cyclic carbonates, N-carboxyanhydrides (NCA), lactams, oxazolines, and siloxanes 
allows the preparation of well-defined synthetic polymers such as polyethers, polyesters, 








Figure 1: Overview of the cyclic monomers and their polymer structures. 
 
Aliphatic polyethers are most commonly prepared by the anionic ROP of epoxides. They are 
an important class of polymers, commercially used for a variety of applications. The most 
commonly used polyether is poly(ethylene glycol) (PEG) since, unlike other polyethers, it is 
highly water-soluble and exhibits very low immunogenicity, antigenicity, and toxicity [9,10]. 
Aliphatic polyesters such as poly(ε-caprolactone) (PCL), poly(L-lactide) (PLLA), and 
poly(glycolide) can be prepared by anionic, cationic, enzymatic or coordination-insertion 
ROP. Polyesters are widely used as a component of amphiphilic block copolymers, which 
form polymeric micelles or polymersomes in water solutions, and are therefore useful in 
drug delivery applications [21]. Aliphatic polycarbonates are also suitable as the 
hydrophobic unit in amphiphilic block copolymers. The most commonly used 
poly(trimethylene carbonate) (PTMC) is usually prepared by ROP of trimethylene carbonate 
(TMC) using either conventional organometallic catalysts or emerging organocatalysts [33-
34]. 
 
Synthetic polypeptides are prepared by ROP of N-carboxyanhydride (NCA) monomers 
derived from α-amino acids. ROP enables good control over polypeptide molar mass 
characteristics. NCA monomers can be synthesized either by the Leuchs method, which 
involves the reaction of N-carbamoyl α-amino acids with thionyl chloride, phosphorous 
pentachloride or phosphorus tribromide, or according to the Fuchs-Farthing method by 
direct phosgenation of α-amino acids in inert polar solvent using phosgene, diphosgene or 
triphosgene [44]. Repeated crystallization (recrystallization) is the most commonly used 
method for NCA purification [66]. NCA monomers have several reactive centers ̶ two 





nucleophilicity and basicity of the initiator used. Primary amines are the most common 
initiators for the preparation of synthetic polypeptides by the normal amine mechanism 
(NAM). In this case, the NCA ring is opened by a nucleophilic attack of the primary amine 
initiator, resulting in the formation of the peptide bond and carbamic acid. Then, the 
carbamic acid via decarboxylation transforms into an amine group, which is then the active 
species for chain propagation. Primary amines are more nucleophilic then the ω-amino 
groups of the propagating chains, therefore, the initiation rate is usually faster than the 
propagation rate, leading to the well-defined polypeptides of low dispersity (Mw/Mn). Other 
initiators, such as secondary amines, alcohols and water, follow the same mechanism as 
long as they have a labile proton bound to the nucleophilic center. If the initiator is more 
basic than nucleophilic (e.g., tertiary amine) deprotonation of the NCA occurs, resulting in 
the NCA anion which then act as an initiator. Therefore, this mechanism is called an 
activated monomer mechanism (AMM). This mechanism works for the N-unsubstituted NCA 
monomers only, since the proton at the 3-N position of the NCA is required [72,82]. Due to 
this reason, ROP of the N-substituted NCA (N-NCA) can not proceed via the AMM to 
facilitate the preparation of synthetic polypeptoids, among which only the poly(sarcosine) 
(PSar) show good water and organic solubility [75]. 
 
Several different initiating/catalytic systems have been developed for controlled ROP of NCA 
monomers [72,82]. The living polymerization of NCA with primary amines was achieved 
under specialized polymerization conditions by using high vacuum techniques [88-89], low 
temperature and/or pressure [90-93]. To avoid AMM mechanisem, the use of primary 
amine salts such as primary amine hydrochloride [94-98] and primary amine 
tetrafluoroborate [99] has been proposed. A combination of primary amines and secondary 
[100] or tertiary [101] amines in the same initiating system was also developed, allowing the 
fast and living ROP of NCA at room temperature. Deming et al. [102-106] developed a new 
class of initiators for ROP of NCA based on transition metal complexes of cobalt and nickel, 
which are suitable for the synthesis of homo- and block copolypeptides of predictable molar 
mass characteristics and low dispersity. Hexamethyldisilazane (HMDS), a secondary amine 
containing two bulky TMS groups [108], a large variety of N-trimethylsilyl (N-TMS) amines 
[109] and S-trimethylsilyl (S-TMS) sulfide [111] were also successfully used as the initiators 





successfully proposed as initiators for ROP of N-NCA to synthesize the polypeptoids and 
their block copolymers. 
 
Combining polypeptides with other polymers leads to the preparation of polypeptide-based 
hybrid materials, which are distinguished by their functionality and ability to self-organize in 
bulk and in solution. Polypeptide-based hybrid block copolymers are usually prepared in 
two-step processes, where the polymers bearing amine functional group(s) on one or both 
chain ends can be used as macroinitiators for ROP of NCA [72,82]. Transformation of the 
end-hydroxyl group of polyether, polyester, or polycarbonate macroinitiator to the amine 
group for the preparation of polyether-b-polypeptide, polyester-b-polypeptide and 
polycarbonate-b-polypeptide block copolymers is usually accomplished either through the 
multistep reactions [135-137] or a macroinitiator is synthesized from the multifunctional 
initiator bearing the amine protected group [138-143]. Otherwise, one-pot synthetic 
approach is a convenient procedure for the preparation of block copolymers, since in this 
way the time-consuming and expensive steps of isolation, purification, and end-group 
transformation of the first block can be avoided. One-pot synthesis of block copolymers via 
sequential addition of monomers of different types that polymerize by the same 
initiating/catalytic system is well established. In this way, block copolypeptides have been 
easily prepared by sequential addition of various NCA monomers. The one-pot synthesis of 
block copolymers by sequential ROP of the monomers requiring different initiating/catalytic 
systems most often involves either switching the catalyst and/or adjusting the experimental 
conditions to perform polymerization of each individual block under optimal conditions. 
These strategies enable the preparation of well-defined block copolymers based on 
epoxides, lactones, and lactides. These monomers propagate through a hydroxyl group, 
which is in contrast to the NCA monomers that propagate through a primary amine group. 
Therefore, several attempts have been made to initiate ROP of NCA by the hydroxyl group. 
In the case of hydrogen-bonding thiourea organocatalysts only the aminoalcohols initiate 
the ROP of NCA [202], while the 1,1,3,3-tetramethylguanidine (TMG) catalyst is suitable only 








6.2. Aims and hypotheses 
While several different initiating/catalytic systems have been developed for ROP of NCA, 
primary amines are the most commonly used initiators for the preparation of well-defined 
synthetic polypeptides, since propagation proceeds in a controlled manner through the 
primary amine group. On the other hand, ROP of several other heterocyclic monomers, such 
as epoxides, cyclic esters and cyclic carbonates proceed through the hydroxyl end-groups. 
Therefore, the aim of this research work was to develop a new synthetic methodology for 
the preparation of synthetic polypeptides by using a hydroxyl group to initiate the ROP of 
NCA. My hypothesis is that in the presence of an effective catalyst under optimal reaction 
conditions the hydroxyl group can initiate ROP of NCA. Because the initiation of ROP of NCA 
by the hydroxyl group proceeds significantly slower than the rate of chain propagation, we 
proposed an approach that separates the slow initiation from the fast chain propagation by 
using an acid catalyst during the initiation step. Acid efficiently catalyzes the opening of the 
NCA ring by the hydroxyl group and at the same time suppresses chain propagation by 
protonation of the formed amine group. Only after the initiation had been completed, the 
chain propagation was started by addition of a base that deprotonates the ammonium 
groups. The purpose is not only to expand the pool of possible initiators, but also to 
significantly facilitate the preparation of polypeptide-based hybrid polymers. Furthermore, 
this synthetic methodology allows the preparation of polypeptide-based hybrid polymers by 
one-pot sequential ROP of different heterocyclic monomers and NCA. Later, we proposed 
the use of thiourea-tertiary amine bifunctional organocatalysts, which are distinguished by 
the simultaneous activation of the monomer and hydroxyl-terminated initiator via hydrogen 
bonding. 
 
6.3. Materials and methods 
BLA, BLG, and Sar NCA monomers were synthesized by direct phosgenation of the 
corresonding α-amino acids by using triphosgene in tetrahydrofuran (THF) at elevated 
temperatures. After reaction completion, the reaction mixture was concentrated and then 
n-hexane was added to precipitate the NCA monomers. The BLA and BLG NCA were 





the Sar NCA was sublimated in high vacuum at 90 °C in a sublimation apparatus. The melting 
temperature of NCA monomers was determined by DSC. 
 
The synthesis of well-defined homopolypeptides (PBLA and PBLG) or homopolypeptoides 
(PSar) by using a low molecular weight alcohol initiator for the ROP of corresponding NCA 
monomers was carried out in chloroform at 40 °C in the presence of three mole equivalents 
ot the methanesulfonic acid (MSA) with respect to the initiator. After complete initiation, 
the reaction mixture was cooled down in an ice bath to 0 °C and the propagation was 
started by addition of N-ethyldiisopropylamine (EDIPA) at the initiator/MSA/EDIPA ratio of 
1/3/2.5. After full conversion of the NCA monomers, the reaction mixture was poured into 
the cold diethyl ether to precipitate the product. The precipitate was isolated by 
centrifugation and dried under vacuum. 
 
This synthetic methodology was successfully applied also for the synthesis of well-defined 
polypeptide-based block copolymers by using hydroxyl-terminated poly(ethylene glycol) 
(PEG) and poly(styrene) (PS) macroinitiators for the ROP of BLA and BLG NCA. This approach 
was then further extended to the ROP of Sar NCA. By using dihydroxyl-terminated 
poly(propylene glycol) (PPG) we have prepared the PSar-b-PPG-b-PSar amphiphilic triblock 
copolymers. The experimental conditions, including the amount of acid in initiation step, the 
amount of base in propagation step, and the time required for complete initiation and 
propagation, were optimized for each copolymer type. 
 
Moreover, we have developed a sequential synthetic procedure that combines sulfonic acid 
organocatalyzed ROP of cyclic esters or carbonates and our synthetic approach for ROP of 
NCA or N-NCA initiated by the hydroxyl group. In one-pot sequential polymerization, -
caprolactone (CL) or trimethylene carbonate (TMC) was polymerized first in the presence of 
MSA, followed by initiation step of ROP of successively added BLA or Sar NCA by the 
hydroxyl group. Finally, NCA propagation was started by the addition of EDIPA to prepare 
the hybrid di- and triblock copolymers of polyester/polycarbonate and polypeptide, as well 
as the amphiphilic triblock copolymers with polypeptoid block in a one-pot manner. The 





initiation and propagation steps of ROP were monitored by 1H NMR and MALDI-TOF MS, 
whereas the final block copolymers were additionally characterized by SEC-MALS. 
 
6.4. Results and discussion 
In this work, we present a previously unreported and efficient synthetic approach, where 
low molecular weight alcohols or hydroxyl-terminated polymers have been used as 
(macro)initiators for controlled ROP of NCA to prepare well-defined polypeptides as well as 
polypeptid-based hybrid block copolymers. To overcome the issue of slow initiation by the 
hydroxyl group, while still performing initiation and propagation steps of polymerization in 
an one-pot manner, an acid catalyst was used in the initiation step to catalyze the opening 
of the NCA ring by the hydroxyl group and to simultaneously suppress further chain 
propagation by the protonation of the formed amine group. In this way, we have separated 
slow initiation from fast chain propagation, since such combination leads to poorly defined 
products. Only after the initiation had been completed, the chain propagation was started 
by addition of a base that deprotonated the ammonium groups (Figure 2). This method was 
successfully applied for the synthesis of homopolypeptides by using alcohol as an initiator as 
well as polypeptide-based block copolymers by using poly(ethylene glycol) (PEG) or 
poly(styrene) (PS) macroinitiator terminated with the hydroxyl group [205]. We further 
developed a sequential synthetic procedure that combines the MSA-based organocatalyzed 
ROP of cyclic esters or carbonates and in the next step, ROP of NCA initiated by the hydroxyl 
group of the resulting polyester/polycarbonate in order to synthesize the 
polyester/polycarbonate-b-polypeptide hybrid block copolymers in a one-pot manner [206]. 
This synthetic approach was then further extended to the ROP of N-substituted NCA, 
especially of the sarcosine NCA for the preparation of a polysarcosine polypeptoids. Then, 
we synthesized the amphiphilic block copolymers composed of polysarcosine (PSar) as the 
hydrophilic block and poly(propylene glycol) (PPG), poly(ε-caprolactone) (PCL) or 







Figure 2: Reaction pathway of ROP of NCA using hydroxyl group as an initiator. 
 
For the initiation, we have tested several acids. Among them, methansulfonic acid (MSA) 
proved to be the most efficient one. A ratio between the acid and the initiator is extremely 
important for controlled ROP since acid is consumed during initiation for the protonation of 
the formed amine groups. Therefore, a mole equivalent of acid with respect to the initiator 
was not sufficient for the complete conversion of the hydroxyl groups into the ester bonds. 
The most efficient ratio was found to be three mole equivalents of the acid with respect to 
the initiator. Higher amounts of added acid did not significantly increase the initiation rate, 
but led to a higher extent of side reactions. 
 
Solvent also plays a very important role in the initiation step. In DMF, commonly used 
solvent for polypeptide synthesis, as well as in THF, the initiation was not successful, most 
likely due to strong interactions of the solvent with the acid catalyst. On the other hand, 
chlorinated solvents proved to be much better choice, since full conversion of hydroxyl 
groups to ester bonds was achieved in chloroform at 40 °C in 24 hours for the initiation of 
BLA NCA and BLG NCA with alcohol as revealed by 1H NMR. If no acid was used under 
otherwise the same reaction conditions, almost no initiation by alcohol was observed. In 
dichloromethane as a solvent, the initiation proceeds as well; however, the rate of initiation 
was significantly slower as compared to that in chloroform. 
 
Propagation was started only after completion of initiation by addition of a base, thet is N-
ethyldiisopropylamine (EDIPA), that deprotonates the ammonium groups. The consumption 
of NCA monomer during propagation was followed by 1H NMR. The rate of propagation was 
found to be dependent on the acid to base mole ratio, with the ideal initiator/acid/base 





decrease in polymerization rate was observed, while addition of larger base amounts 
resulted in uncontrolled polymerization and, consequently, in poorly defined products. 
 
1H NMR and MALDI-TOF MS confirm the structure of the resulting PBLA and PBLG 
homopolypeptides. MALDI-TOF mass spectra of PBLA homopolypeptides show that the main 
product of the ROP of BLA NCA using 3-phenylpropan-1-ol (PPA) as the initiator is the 
desired polypeptide bearing the initiator bound via the ester bond to one chain end and the 
primary amine group on the other chain end, which thus reveals the controlled ROP. MALDI-
TOF mass spectra of PBLG homopolypeptides show two major peak populations. Both of 
them were initiated by the alcohol, however, one of them is terminated with the desired 
amine group, while the other one is terminated with a pyroglutamate unit. Pyroglutamate 
end group is formed by intramolecular cyclization via the attack of the amine end-group on 
the benzyl ester group. Since the formation of pyroglutamate prevents further chain 
propagation, the molecular weight distributions of PBLG homopolymers are broader as 
compared to those observed for the PBLA as determined by SEC-MALS. While in the case of 
PBLG the pyroglutamate formation is an issue due to the deactivation of the propagation 
species, the primary amine end-group is present throughout the ROP of BLA NCA. In order 
to confirm the controlled/living nature of the polymerization, we additionally carried out 
chain-extension experiments, which were performed by a sequential BLA NCA monomer 
addition to the reaction mixture, each time after a full conversion of the previous batch of 
the NCA monomer added. Consumption of the NCA was followed by 1H NMR spectroscopy, 
while the increase in polypeptide molecular weight was confirmed by SEC-MALS analysis of 
aliquots taken from the reaction mixture before each addition of fresh NCA batch. 
 
Similar experimental conditions (MSA/macroinitiator ratio of 3/1, CHCl3, 40 °C) were found 
to be optimal also for the preparation of polypeptide-based hybrid block copolymers by 
using monohydroxyl-terminated PEG or poly(styrene) (PS) as a macroinitiator for the ROP of 
BLA and BLG NCA. In the case of PEG-initiated ROP of BLA NCA, we were able to follow the 
initiation by MALDI-TOF MS. After an initiation time of 8 hours, the residual unreacted PEG 
was still visible, whereas after 48 hours it was completely consumed. The mass spectrum 
recorded after 48 hours initiation time shows besides the expected distribution of peaks due 





peaks that belongs to the PEG chains bearing two BLA repeating units. These results confirm 
successful suppression of chain propagation by MSA in CHCl3 at 40 °C. In the case of PEG-b-
PBLG and PS-b-PBLA block copolymer synthesis, we were not able to follow the initiation by 
MALDI-TOF MS, due to the strongly overlapping isotopic patterns of the main peak 
distributions before and after the initiation. Therefore, we have chosen the initiation time, 
which was determined from the systems where the initiation could be monitored. SEC-MALS 
analyses of all synthesized polypeptide-based block copolymers revealed monomodal SEC 
traces that clearly shifted to lower elution volume as compared to the SEC traces of 
corresponding macroinitiators, indicating an increase in molecular weight of the block 
copolymers. The molecular weight distributions of PBLG-based block copolymers are due to 
the aforementioned side reaction broader as compared to those observed for the PBLA 
analogues. Thus, SEC-MALS together with 1H NMR results, which confirm the presence of 
both blocks in the copolymers, prove effectiveness of our approach for the preparation of 
polypeptide-based block copolymers by using hydroxyl-terminated macroinitiators. 
 
For the preparation of polypeptide-based hybrid block copolymers by one-pot sequential 
ROP of cyclic esters/carbonates and NCA monomers, CL or TMC was polymerized first using 
PPA as a monofunctional initiator together with 3 equiv. of MSA with respect to initiator. 
The ROP of CL and TMC was performed in chloroform at 40 °C and after a reaction time of 
1 hour, the full conversion of both monomers was achieved as determined by 1H NMR. The 
PCL and PTMC homopolymers withdrawn at the end of the polymerization were analyzed by 
1H NMR, MALDI-TOF MS and SEC-MALS. 1H NMR and MALDI-TOF MS confirm the expected 
structure of the PCL homopolymer. The molar mass distribution of PCL was narrow as 
indicated by the low molar mass dispersity determined by SEC-MALS. The MALDI-TOF MS of 
the PTMC homopolymer shows beside the expected distribution of peaks typical of the 
PTMC chains initiated by the PPA, an additional distribution of low intensity peaks, which 
corresponds to the dihydroxyl-functionalized PTMC. After the completion of ROP of CL/TMC, 
the BLA NCA monomer was added to the reaction mixture to perform the initiation step of 
ROP of NCA by the hydroxyl terminated PCL or PTMC. Complete conversion of PCL or PTMC 
hydroxyl groups into ester bonds was achieved in chloroform at 40 °C in 20 hours. The 
MALDI-TOF mass spectra recorded after completion of the BLA NCA initiation do not show 





indicating the absence of transesterification or transcarbonation as the side reactions during 
the initiation step. After the initiation was completed, the chain propagation was started by 
addition of EDIPA as a base (2.5 equiv. with respect to PPA) to the reaction mixture which 
was cooled to 0 °C before the base addition. After the reaction time of 24 hours, full 
conversion of BLA NCA monomers was achieved as determined by 1H NMR. The 1H NMR 
spectra of the polypeptide-based hybrid block copolymers show the signals characteristic of 
both blocks after their isolation. The controlled nature of the one-pot sequential ROP was 
additionally checked by a chain-extension experiment. The results of SEC-MALS analyses 
reveal the monomodal SEC traces of PCL-b-PBLA block copolymers which clearly shifted 
toward a lower elution volume with each NCA batch addition, indicating the increase in 
polypeptide block length. The number average molar masses of block copolymers 
determined by SEC-MALS fit very well with their theoretical values, whereas the narrow 
molar mass distributions of block copolymers are reflected in their low molar mass 
dispersities (Figure 3). 
 
Figure 3: Hybrid block copolymers of polyesters/polycarbonates and polypeptides 
synthesized via one-pot sequential ROP. 
 
Contrary to PCL, SEC traces of PTMC as well as resulting PTMC-b-PBLA copolymers show 
shoulders at high molar mass ends of distribution curves. To confirm the effectiveness of the 
disclosed method, ROP of TMC was initiated with 1,3-propanediol as a difunctional initiator 
in order to prepare the triblock copolymer. After initiation completion, sequential ROP of 
BLA NCA was performed under the same experimental conditions, except with the 





terminated PTMC was achieved at 40 °C in 44 hours as indicated by MALDI-TOF MS. Chain 
propagation was completed after 24 hours at 0 °C as determined by 1H NMR. In the case of 
difunctional initiator no shoulder was observed neither in the SEC-MALS chromatogram of 
the dihydroxyl functionalized PTMC homopolymer nor in the SEC-MALS chromatogram of 
the triblock copolymer. SEC traces of the PTMC homopolymer and the PBLA-b-PTMC-b-PBLA 
triblock copolymer reveal narrow molar mass distributions with controlled molar masses, 
whereas molar mass dispersities are expectedly slightly higher as compared to those of the 
PCL-based (co)polymers prepared by the monofunctional initiator. 
 
In the case of ROP of N-substituted Sar NCA monomer, the initiation and propagation steps 
of ROP, under the same experimental conditions, were faster as compared to N-
unsubstituted NCA monomers. The initiation step of ROP was completed in 2 hours, while 
the propagation step in 4 hours, as determined by 1H NMR. Since polysarcosine (PSar) is 
hydrophilic, we prepared the amphiphilic A-B-A block copolymers, where the A block is PSar 
and the central B block is PPG, PCL or TMC. Dihydroxyl-terminated PPG is commercially 
available and has been used as a macroinitiator for ROP of the Sar NCA. The rate of initiation 
of PPG macroinitiator, containing secondary hydroxyl-end groups, is slower than in cases 
where the initiator contains a primary hydroxyl group. Therefore, it was necessary to 
increase the amount of acid with respect to the macroinitiator from 4 to 8 equiv. in order to 
achieve complete initiation in 48 hours as it was revealed from MALDI-TOF MS results. 
Consequently, the amount of EDIPA added to the reaction mixture after complete initiation 
in order to start the chain propagation was 7 equiv. with respect to the macroinitiator. In 
the following, one-pot sequential ROP of CL/TMC and Sar NCA was successfully applied also 
for the preparation of PSar-b-PCL-b-PSar and PSar-b-PTMC-b-PSar amphiphilic block 
copolymers. The results of 1H NMR, SEC-MALS and MALDI-TOF MS analyzes confirm that our 
method is simple and applicable also for the preparation of well-defined PSar polypeptoide-
based amphiphilic block copolymers. 
 
In the last part of disertation, we studied the possibility of using a bifunctional 
organocatalyst based on thiourea and tertiary amine for the controlled ROP of NCA. Namely, 
bifunctional organocatalysts can activate both the monomer and the iniciator via the 





been used as an efficient catalyst for the fast and controlled ROP of NCA by using 
aminoalcohol as an initiator, while on the other hand the alcohol and aminoalcohol with the 
protected amine group show no activity towards the ROP of NCA. Such results reveal the 
important role of tertiary amine moiety in the aminoalcohol for initiation of ROP since 
tertiary amine is capable of activating the hydroxyl group. Therefore, the purpose of our 
work was to incorporate the tertiary amine group into the catalyst structure instead of 
being present within the initiator. Such thiourea-tertiary amine bifunctional catalyst (TU-S*) 
was synthesized through the reaction of the phenylisothiocyanate with the N,N-
dimethylethylenediamine. For control, we carried out in parallel the ROP of BLG NCA in DCM 
at room temperature in the presence of aminoalcohol (DMEA) initiator and a mole 
equivalent of TU-S with respect to the initiator. Then we checked the activity and efficiency 
of TU-S* catalyst under the identical experimental conditions. The results reveal comparable 
activity of TU-S* to that of TU-S for ROP of BLA NCA and BLG NCA initiated by the 
aminoalcohol. In the following, we studied also ROP of BLA NCA initiated by the PPA alcohol. 
By increasing the TU-S* amount from a mole equivalent to three mole equivalents with 
respect to the initiator, by decreasing the reaction temperature from 25 °C to 0 °C, and by 
changing the solvent from DCM to chloroform, all PPA hydroxyl groups were converted to 
ester bonds in 3 hours, while the NCA monomer was completely consumed within the next 
5 hours, as determined by 1H NMR. The MALDI-TOF mass spectra confirm the structure of 
the resulting PBLA homopolypeptides as they show the expected distribution of peaks 
typical for the PBLA chains initiated by the PPA and terminated with the primary amine 
groups, however, the initiation rate was still much slower than the rate of propagation, 




In summary, this work confirms our hypothesis and demonstrates that the hydroxyl group 
can be successfully applied for the initiation and controlled ROP of NCA. We have developed 
a synthetic method where methanesulfonic acid has been seccessfully used to catalyze the 
opening of the NCA ring directly by the hydroxyl group, while at the same time it also 





completed, the propagation was started by the addition of an EDIPA base to deprotonate 
the ammonium group. This synthetic methodology has been successfully applied for the 
synthesis of well-defined homopolypeptides by using alcohol as an initiator as well as 
polypeptide-based hybride block copolymers by using hydroxyl-terminated macroinitiators. 
Moreover, we have developed a sequential synthetic procedure that combines sulfonic acid-
based organocatalyzed ROP of cyclic esters or carbonates and our synthetic method for ROP 
of NCA initiated by the hydroxyl group in order to synthesize the hybrid block copolymers of 
polyester/polycarbonate and polypeptide in a one-pot manner. This synthetic approach was 
then further extended to the ROP of N-substituted NCA, especially the Sar NCA, for the 
preparation of well-defined PSar polypeptoids by using alcohol as an initiator as well as 
amphiphilic A-B-A block copolymers by using PPG, PCL or PTMC as the first, hydrophobic 
block. In the last part, the thiourea-amine bifunctional organocatalysts were studied for ROP 
of NCA in the presence of an alcohol initiator. In this way, the poorly defined synthetic 
polypeptides of broader molar mass distribution were obtained as a consequence of slow 
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